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= (54) Title: NUCLEIC ACID LINKERS AND USE THEREOF IN GENE SYNTHESIS 

(54) Bezeichnung: NUKLEINSAURE-L1N KER UND DEREN VERWENDUNG IN DER GENSYNTI1ESE 

^3 (57) Abstract: The invention relates to a single-stranded nucleic acid molecule used in a method for the production of a nucleic 
acid. The nucleic acid molecule comprises part A and part B. Part A comprises a sequence which corresponds at least to one partial 
sequence of the recognition sequence of a restriction enzyme of type IIS and part B comprises any particular but defined sequence of 

^ nucleotides. By using said nucleic molecules it is possible to link various partial sequences in a sequence -independent manner and 

^ thus carry out effective synthesis of a nucleic acid by resorting to standardized elements. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung bctrifft ein cinzelslrangiges Nukleinsauremolckul zur Verwendung in einem 
2 Vcrfahren zur Herstcllung einer Nukleinsaure, wobci das Nukleinsauremolckul eincn Teil A und cinen Teil B umfasst, wobei Teil A 

eine Sequenz umfasst, die mindestens einer Teilsequenz der Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS entspricht 
^ und Teil B eine beliebige, jedoch definierte Abfolge von Nukleotiden umfasst. Unter Verwendung derartiger Nukleinsauremolekiile 
£^ ist es moglich, verschiedene Teilsequenzen sequenzunabhangig zu verknupfen und somit effektiv die Synthese einer Nukleinsaure 

unter Ruckgriff auf standardisierte Elemente zu betreiben. 
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Nukleinsaure-Linker und deren Verwendung 

in der Gensynthese 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einzelstrangige und doppelstrangige Nukleinsauremolekule 
zur Verwendung in einem Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure, ein Verfahren zur 
Herstellung einer Nukleinsaure sowie einen Kit zur Herstellung einer Nukleinsaure. 

Die Synthese von Nukleinsauren findet in der modernen Biotechnologie vielfaltige 
Anwendungen. Neben der Synthese vergleichsweise kurzer Nukleinsauren wie Oligonukleotiden 
steht dabei die Synthese von mehreren Kilobasen groBen Nukleinsauren zunehmend im 
Vordergrund. Die dabei angewandten Methoden verwenden in der Regel fur jedes Gen 
unterschiedliche synthetisch hergestellte Oligonukleotide von typischer Weise 40 bis 100 
Nukleotiden Lange als Grundbausteine. Infolge der Vielzahl der notwendigen Reaktionsschritte 
enthalten diese, trotz vergleichsweise hoher Kopplungseffizienzen von ca. 98-99% pro Schritt 
sowohl Abbruchprodukte als auch Fehlsequenzen, die fur die Quality der zu synthetisierenden 
Nukleinsauren nachteilig sind. Derartige Fehler sind vor allem dann nachteilig, wenn die zu 
synthetisierende Nukleinsaure eine codierende Sequenz darstellt und es infolge der 
Verschiebung des Leserasters zu verkiirzten Transkriptions- oder Translationsprodukten kommt. 
Daher miissen die Oligonukleotidbausteine zusatzlich aufgereinigt werden, um diese Fehler auf 
ein vertretbares Mafl zu reduzieren, da sonst komplexe Gensynthesen praktisch unmoglich sind. 

Zu den im Stand der Technik bekannten Verfahren zahlt beispielsweise das sogenannte „gap 
filling"-Verfahren, in welchem eine Vielzahl von Oligonukleotiden synthetisiert, aufgereinigt 
und anschlieBend paarweise oder in Untergruppen hybridisiert werden. Nach der Synthese der 
jeweiligen Gegenstrange mittels einer Klenow-Polymerase-Reaktion werden die einzelnen 
Fragmente miteinander ligiert. Die so entstandenen Ligationsprodukte konnen entweder als 
Teilfragmente kloniert oder zunachst mit auBen liegenden Oligonukleotidprimern hybridisiert 
und in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert werden. Alternativ konnen im 
Rahmen der sogenannten Kassettenmethode komplementare Oligonukleotide miteinander 
hybridisiert und die so erhaltenen Genfragmente durch enzymatische oder chemische Ligation 
verkniipft werden. Nach Aufreinigung und/oder Klonierung konnen diese zu groBeren 
Genabschnitten zusammengefligt werden. Beide Verfahren sind mit Nachteilen verbunden, so z. 
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B. bedingt durch die mit zunehmender Lange der zu synthetisierenden Nukleinsaure zunehmend 
haufiger auftretenden Fehler in der Klenow-Polymerase-Reaktion oder in der Polymerase- 
Kettenreaktion. 

Des Weiteren sind im Stand der Technik Verfahren bekannt, bei denen Oligonukleotide in einer 
Festphasensynthese miteinander verknupft werden, um groBere Nukleinsauren aufzubauen. So 
beschreibt beispielsweise die internationale Patentanmeldung WO 99/47536 ein rekursives 
Verfahren, in dem einzelstrangige Oligo-nukleotide in einer definierten Orientierung sequenziell 
an ein immobilisiertes Startermolekul ligiert werden. Nachteilig ist bei diesem Verfahren die fur 
groBere Gensynthesen erforderliche hohe Anzahl der Einzelschritte, welche Prinzip bedingt zu 
geringen Ausbeuten sowie zur Anreicherung von Fehlsequenzen fuhren. Zudem miissen 
samtliche fur die Gensynthese eingesetzte Oligonukleotide fur jede Synthese vorher neu 
synthetisiert werden. Eine Standardisierung dieses Verfahrens ist wegen des damit verbundenen 
enormen technischen Aufwands daher nur beschrankt moglich. 

Die internationale Patentanmeldung WO 00/75368 beschreibt eine kombinatorische Festphasen- 
synthese, in welcher in parallelen Reaktionsansatzen doppelstrangige Oligonukleotide, die eine 
Erkennungssequenz fur ein Typ IIS-Restriktionsenzym enthalten, mit weiteren doppelstrangigen 
Oligonukleotiden, welche eine Erkennungssequenz fur ein anderes Restriktionsenzym vom Typ 
IIS enthalten, ligiert werden und die Ligationsprodukte anschlieBend mit einem Typ IIS- 
Restriktionsenzym gespalten werden. Durch mehrfaches Wiederholen wird somit iterativ eine 
definierte Nukleinsaure aufgebaut. Dieses Verfahren hat gegenuber anderen, auf Ligation von, 
Oligonukleotiden beruhenden Verfahren den Vorteil, dass die verwendeten Oligonukleotide 
Erkennungssequenzen fur verschiedene Typ IIS-Restriktionsenzyme enthalten, die eine 
sequenzunabhangige Kombination parallel ligierter Teilfragmente erlauben. Dabei konnen 
beliebige Teilfragmente aus einer standardisierten Nukleinsaurebibliothek mit einer definierten 
Anzahl von Elementen generiert werden. Die Anzahl der diese Bibliothek aufbauenden Elemente 
hangt dabei von der Lange der durch das jeweilige Restriktionsenzym erzeugten Uberhange ab. 
Bei einem Uberhang von beispielsweise vier Nukleotiden, besteht eine komplette Bibliothek aus 
insgesamt 65.536 Elementen. Diese Zahl ergibt sich aus der Anzahl der Sequenzvarianten, die 
bei einer Lange des Uberhanges von vier Nukleotiden (4 4 = 256) existieren, multipliziert mit der 
Anzahl der Sequenzvarianten fur die vier direkt angrenzenden Nukleotide, die den Uberhang 
beim nachsten Ligationsschritt bilden (4 4 x 4 4 = 65.53 6). 
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Obwohl dieses Verfahren eine sequenzunabhangige Verknupfung beliebiger parallel 
hergestellter Genfragmente gestattet und somit die Grundlage fiir eine Automatisierung liefert, 
ist die Anzahl der erforderlichen Oligonukleotide zum Aufbau einer entsprechenden Bibliothek, 
auf die im Rahmen der Synthese zugegriffen wird, noch immer vergleichsweise hoch. Ein 
weiterer Aspekt, den es dabei zu beriicksichtigen gilt, ist die Lange der Oligonukleotide, die in 
einem derartigen Verfahren verwendet werden. ( typischer Weise etwa 20 bis 40 Nukleotide). 
Infolge dessen enthalt eine komplette Bibliothek von Oligonukleotiden in dem geschilderten Fall 
insgesamt 65.536 x 40 «2.6 Mio. Nukleotide. 

Trotz der mit dem Verfahren nach WO 00/75368 unmittelbar verbundenen Vorteile besteht 
demnach im Stand der Technik weiterhin der Bedarf, ein Verfahren zur Synthese von 
Nukleinsauren und Mittel zur Durchfiihrung desselben bereitzustellen, welche auf eine 
Oligonukleotid-Bibliothek geringerer Komplexitat zuriickgreifen. Insbesondere soil der 
Aufwand zur Erzeugung einer kompletten Bibliothek, vor allem hinsichtlich der Anzahl der dazu 
erforderlichen Nukleotide, gegenuber dem Stand der Technik deutlich verringert werden ohne 
dabei Nachteile wie eine geringere Ligationseffizienz (z.B. bei der Verwendung von Uberhangen 
von nur ein oder zwei Nukleotiden Lange) in Kauf nehmen zu miissen. Es ist dabei eine weitere 
Aufgabe der Erfindung ein Verfahren bereitzustellen, welches einen noch geringeren Anteil an 
Abbruch- und Fehlsequenzen gewahrleistet sowie die gleichzeitige Synthese mehrerer 
Genvarianten erlaubt. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe in einem ersten Aspekt gelost durch ein einzel-strangiges 
Nukleinsauremolekul zur Verwendung in einem Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure 
umfassend mindestens 

einen (konstanten) Teil A und einen (variablen) Teil B 

wobei Teil A eine Sequenz umfasst, die der Sequenz der Erkennungssequenz 

eines Restriktionsenzyms vom Typ II S oder eines Teils davon oder einer 
dazu komplementaren Sequenz entspricht, und 



Teil B eine definierte Abfolge von Nukleotiden umfasst. 
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In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass das Restriktionsenzym ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die Bpil, Esp3I, Eco31I, Bsal, BsmBI, Bbsl, BspMI, Aarl, Acelll, Acc36I, Sapl, BtsI, 
BsrDI, Bse3DI, BciVI, Bfull, Bfill und Bmrl umfasst. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Sequenz von Teil A ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die SEQ ID NO:l bis 13 umfasst. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass Teil B eine Lange von 1, 2, 3, 4, 5, 
6 oder 7 Nukleotiden aufweist. 

In einem zweiten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch eine Nukleinsauremolekulbibliothek 
umfassend eine Vielzahl der erfindungsgemaflen Nukleinsauremolekule. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Bibliothek 256 in der Sequenz von Teil B sich 
unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden von Teil B 
eine Lange von vier Nukleotiden aufweist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Bibliothek 1024 in der Sequenz von 
Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden 
von Teil B eine Lange von funf Nukleotiden aufweist. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Bibliothek 4096 in der Sequenz 
von Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von 
Nukleotiden von Teil B eine Lange von sechs Nukleotiden aufweist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Bibliothek 16 in der Sequenz von 
Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden 
von Teil B eine Lange von zwei Nukleotiden aufweist. 

SchlieBlich ist in einer Ausfuhrungsform vorgesehen, dass die Bibliothek 64 in der Sequenz von 
Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden 
von Teil B eine Lange von drei Nukleotiden aufweist. 
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In einem dritten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung zumindest eines der 
erfindungsgemaBen Nukleinsauremolekiile und/oder einer der erfindungsgemaBen 
Nukleinsauremolekiilbibliotheken in einem Verfahren zur Herstellung von Nukleinsauren, 
insbesondere einem Verfahren zur sequenziellen Ligation von Oligonukleotiden in parallelen 
Reaktionsansatzen, welche in weiteren Schritten auf Sequenz-unabhangige Weise miteinander 
verknupft werden. 

In einem vierten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Herstellung eines 
Nukleinsauremolekiils umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen eines ersten Oligonukleotids, optional mittels einer Modifikation an 

i 

eine Festphase gekoppelt, wobei das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz oder 
einen Teil davon oder eine hierzu komplementare Sequenz fur ein erstes Typ IIS- 
Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
einen einzelstrangigen Uberhang umfasst, 

b) Hinzuftigen eines erfindungsgemaBen einzelstrangigen Nukleinsauremolekiils zu 
dem Oligonukleotid, wobei bevorzugter Weise der Teil A des 
Nukleinsauremolekiils im Wesentlichen komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des ersten Oligonukleotids ist; 

c) Ligation des Nukleinsauremolekiils aus Schritt b) mit dem ersten Oligonukleotid 
unter Ausbildung eines uberhangenden 5'Endes; 

d) Auffullen des uberhangenden 5 '-Endes; 

e) Bereitstellen eines zweiten Oligonukleotides, wobei das Oligonukleotid eine 
Erkennungssequenz oder einen Teil davon oder eine hierzu komplementare 
Sequenz fur ein zweites Typ IIS-Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, und einen einzelstrangigen Uberhang umfasst, 
wobei die Erkennungssequenz dieses Restriktionsenzyms verschieden ist von der 
Erkennungssequenz des in Schritt a) genannten Restriktionsenzym, und 
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f) Hinzufugen eines erfindungsgemaBen einzelstrangigen Nukleinsauremolekuls zu 
dem Oligonukleotid, wobei bevorzugter Weise der Teil A des Nuklein- 
sauremolekuls im Wesentlichen komplementar zu dem einzelstrangigen Bereich 
des zweiten Oligonukleotids ist; 

g) Ligation des Nukleinsauremolekuls von Schritt f) mit dem zweiten 
Oligonukleotid; 

h) Auffullen des uberstehenden 5 '-Endes; 

i) Ligation der aus den Schritten a) bis d) und e) bis h) erhaltenen Oligonukleotide; 

j) Spaltung des in Schritt i) erhaltenen Ligationsproduktes mit dem ersten oder mit 
dem zweiten Typ IIS-Restriktionsenzym. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass in Schritt b) und/oder f) eine Hybridisierung 
zwischen dem einzelstrangigen Bereich des Oligonukleotids mit Teil A des einzelstrangigen 
Nukleinsauremolekuls erfolgt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass das erste Oligonukleotid an eine 
Festphase gekoppelt und bevorzugter Weise vor der Ligation gemaB Schritt i) von der Festphase 
abgespalten wird. 

In einem fiinften Aspekt wird die Aufgabe gelost durch einen Kit zur Herstellung einer 
Nukleinsaure umfassend eine der erfindungsgemaBen Nukleinsaurebibliotheken oder einen Teil 
davon. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass der Kit ein erstes Oligonukleotid umfassend eine 
Erkennungssequenz fur ein erstes Typ IIS-Restriktionsenzym umfasst 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass der Kit weiter ein zweites 
Oligonukleotid umfassend eine Erkennungssequenz oder einen Teil davon oder eine hierzu 
komplementare Sequenz fur ein zweites Typ IIS-Restriktionsenzym umfasst, wobei das zweite 
Restriktionsenzym von dem ersten Restriktionsenzym verschieden ist. 
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In einer noch weiteren Ausftihrungsform ist vorgesehen, dass mindestens eines der 
Oligonukleotide an einer Festphase immobilisiert ist. 

In einem sechsten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur enzymatischen Herstellung 
eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 3 Nukleotid langen Uberhang, 
wobei das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS 
enthalt, umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen eines ersten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das 
Oligonukleotid einen 3 '-Uberhang und eine Erkennungssequenz fur ein 
Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, 

b) Bereitstellen einer ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend 
einen Teil A und einen Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids und bevorzugter 
Weise bei alien Mitgliedem der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange von 3 
Nukleotiden umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

c) Bereitstellen eines zweiten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das 
Oligonukleotid einen 3' -Uberhang und eine Erkennungssequenz fur ein 
Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das Restriktionsenzym vom Typ IIS 
verschieden ist von dem Restriktionsenzym vom Typ IIS der Oligonukleotide in 
Schritt a), 

d) Bereitstellen einer zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend 
einen Teil A und einen Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids und bevorzugter 
Weise bei alien Mitgliedem der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange von 3 
Nukleotiden umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

e) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids 
mit jeweils einem Mitglied der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von 
einzelstrangigen Oligonukleotiden, 

f) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten zweiten Oligonukleotids 
mit jeweils einem Mitglied der in Schritt d) bereitgestellten zweiten Gruppe von 
einzelstrangigen Oligonukleotiden 

g) Auffullen der uberhangenden S'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt e), 
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h) Auffiillen der uberhangenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt f), 

i) Ligation von jeweils einem aufgefullten Ligationsprodukt aus Schritt g) mit jeweils 
einem aufgefullten Ligationsschritt aus Schritt h), 

j) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fur das in Schritt a) 
bereitgestellten Oligonukleotid spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS 

In einem siebten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur enzymatischen Herstellung 
eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 3 Nukleotid langen Uberhang, 
wobei das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS 
enthalt und Schneiden des Oligonukleotids mit dem Restriktionsenzym zu einem Uberhang mit 
einer von 3 Nukleotiden verschiedenen Lange, umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen eines ersten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das 
Oligonukleotid einen 3' -Uberhang aufweist und eine Erkennungssequenz fur ein 
Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, 

b) Bereitstellen einer ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend 
einen Teil A und einen Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids und bevorzugter 
Weise bei alien Mitgliedern der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange von 2 
Nukleotiden umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

c) Bereitstellen eines zweiten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das 
Oligonukleotid einen 3 '-Uberhang aufweist und eine Erkennungssequenz fur ein 
Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das Restriktionsenzym vom Typ IIS 
verschieden ist von dem Restriktionsenzym vom Typ IIS der Oligonukleotide in 
Schritt a), 

d) Bereitstellen einer zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend 
einen Teil A und einen Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids und bevorzugter 
Weise bei alien Mitgliedern der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange von 2 
Nukleotiden umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

e) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids 
mit jeweils einem Mitglied der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von 
einzelstrangigen Oligonukleotiden, 
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f) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten zweiten Oligonukleotids 
mit jeweils einem Mitglied der in Schritt d) bereitgestellten zweiten Gruppe von 
einzelstrangigen Oligonukleotiden 

g) Aufftillen der uberhangenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt e), 

h) Aufftillen der uberhangenden S'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt f), 

i) Ligation von jeweils einem aufgeflillten Ligationsprodukt aus Schritt g) mit jeweils 
einem aufgeflillten Ligationsschritt aus Schritt h), 

j) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fur das in Schritt a) 
bereitgestellten Oligonukleotid spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS 

In einem achten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines 
Nukleinsauremolekiils umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgendeh Schritte: 

a* 

aa) Bereitstellen eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 5'-Uberhang, 
das eine Erkennungssequenz fiir ein TypIIS Restriktionsenzym enthalt, welches 
aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, wobei der 5'-Uberhang eine Lange von 3 
Nukleotiden umfasst, 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 
5'-Uberhang und einer anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auCerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), wobei der 5'- 
Uberhang eine Lange von 3 Nukleotiden umfasst, 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 
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af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten 
Oligonukleotid aus Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 5'-Uberhang, 
das eine Erkennungssequenz fiir ein TypIIS Restriktionsenzym enthalt, welches 
aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, wobei der 5'-Uberhang eine Lange von 3 
Nukleotiden umfasst, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 
S'-Uberhang und mit einer anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym, welches aufierhalb seine Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt 
ba), wobei der 5'-Uberhang eine Lange von 3 Nukleotiden umfasst, 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekiils vom Reaktionsgemisch, 

optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis be), wobei im 
Anschluss an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter 



bf) 
bg) 
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Reaktanden sowie Enzyme das Ligationsprodukt mit einem TypIIS Restriktionsenzym 
geschnitten wird, wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 



e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

wobei das Oligonukleotid von Schritt ab) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom 
Typ IIS aufweist, das einen drei Nukleotide langen Uberhang erzeugt, solange die Schritte ab) 
bis ae) wiederholt werden und das Oligonukleotid von Schritt ab) die Erkennungssequenz eines 
Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen anderen als einen drei Nukleotid langen 
Uberhang erzeugt, beim letzten Durchlaufen der Schritte ab) bis ae) und/oder 

das Oligonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ 
IIS aufweist, das einen drei Nukleotide langen Uberhang erzeugt, solange die Schritte bb) bis be) 
wiederholt werden und das Oligonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines 
Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen anderen als einen drei Nukleotid langen 
Uberhang erzeugt, beim letzten Durchlaufen der Schritte bb) bis be). 

In einem neunten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer Gruppe von 
Nukleinsauremolekulen umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 
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aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), , 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten 
Oligonukleotid aus Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt mit einem Ende 
an eine feste Matrix, 



Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 
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bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss 
an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie 
Enzyme das Ligationspordukt mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, 
wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

wobei beim letzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) zugegebene 
Oligonukleotid eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt und 
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nach dem letzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) als Schritt ah) das Ligationsprodukt aus 
Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, welches aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des 
Oligonukleotids aus Schritt aa) stattfindet und das Spaltungsprodukt von dem an der festen 
Matrix gekoppelten Oligonukleotid freigesetzt wird 

und das freigesetzte Spaltprodukt in mindestens zwei Reaktionsansatze aufgeteilt wird. 

In einem zehnten Aspekt wird die Aufgabe geldst durch ein Verfahren zur Herstellung eines 
Nukleinsauremolekuls umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), , 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 
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af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten 
Oligonukleotid aus Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt mit einem Ende 
an eine feste Matrix, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss 
an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie 
Enzyme das Ligationspordukt mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, 
wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) stattfindet, 
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c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 



wobei beim letzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) zugegebene 
Oligonukleotid eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt. 

In einem elften Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemaB gelost durch ein Verfahren zur 
Herstellung eines Nukleinsauremolekuls umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa) und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubt , 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 



ad) optional Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 
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ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des keine Modifizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt ae) des 
Reaktionsgeniisches, 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 



b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fiir ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fiir ein TypIIS Restriktionsenzym, welches aufierhalb seine 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt ba) und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, 



be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) optional Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des keine Modifizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt be) des 
Reaktionsgeniisches, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss 
an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen und/oder Inaktivieren nicht 
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verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Ligationspordukt mit einem TypIIS 
Restriktionsenzym geschnitten wird, wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus 
Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekiils vom Reaktionsgemisch, 

In einem zwolften Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemafi gelost durch ein Verfahren zur 
Herstellung eines Nukleinsauremolekiils umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz flir ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), , 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 



ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 
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ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten 
Oligonukleotid aus Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 



b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt mit einem Ende 
an eine feste Matrix, 

• Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches aufierhalb seine 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 



Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekiils vom Reaktionsgemisch, 
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bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss 
an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie 
Enzyme das Ligationspordukt mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, 
wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 
wobei 

das Oligonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine 
Methylierung aufweisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte aa) bis af) 
an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt aa) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil 
einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypIIS ausgebildet wurde, der durch 
die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt ae) komplettiert wird und die 
Methylierung eine Spaltung des solchermaflen hergestellten Ligationsproduktes unter 
Verwendung dieser Erkennungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine 
Methylierung aufweisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte aa) bis af) 
an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt ab) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil 
einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypIIS ausgebildet wurde, der durch 
die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gem&J3 Schritt ae) komplettiert wird und die 
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Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter 
Verwendung dieser Erkennungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine 
Methylierung aufweisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte ba) bis 
bf) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt ba) basierenden Oligonukleotid zumindest ein 
Teil einer Erkertnungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypIIS ausgebildet wurde, der 
durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt be) komplettiert wird und 
die Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter 
Verwendung dieser Erkennungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine 
Methylierung aufweisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte ba) bis 
bf) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt bb) basierenden Oligonukleotid zumindest ein 
Teil einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypIIS ausgebildet wurde, der 
durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemafl Schritt be) komplettiert wird und 
die Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter 
Verwendung dieser Erkennungsstelle verhindert. 

In einem dreizehnten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemaB gelost durch ein Verfahren zur 
Amplification eine im Rahmen eines Sloning-Verfahrens enstehenden Ligationsproduktes, 
wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst: 

a) Bereitstellen eines Ligationsproduktes; 

b) Bereitstellen eines fur das Oligonukleotid gemaB Schritt aa) und/oder ab) des 
Sloning-Verfahrens zumindest teilweise komplementaren Primers, 

c) Bereitstellen eines fur das Oligonukleotid gemaB Schritt ab) und/oder bb) des 
Sloning-Verfahrens zumindest teilweise komplementaren Primers, 

d) Hybridisieren zumindest eines der Primer mit dem Ligationsprodukt; 

e) Durchfuhren einer Polymerasekettenreaktion unter Verwendung des an das 
Ligationsprodukt hybridisierten Primers. 

Weitere Ausfuhrungsformen der verschiedenen Aspekte der vorliegenden Erfindung ergeben 
sich aus den Unteranspriichen. 
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Der vorliegenden Erfindung liegt die iiberraschende Erkenntnis zugrunde, dass die mit dem 
Verfahren nach WO 00/75368 mogliche sequenzunabhangige Verknupfung beliebiger 
Oligoukleotide und damit die Synthese beliebiger Nukleinsauren noch weiter verbessert werden 
kann, weil durch die geringere Komplexitat der Oligonukleotidbibliothek (wie sie nach dem 
Verfahren der vorliegenden Anmeldung generiert werden kann) eine hohere Standardisierung 
der darin enthaltenen Oligonukleotide moglich ist. Insbesondere kann durch die nach dem 

■ 

vorliegenden Verfahren mogliche Verkurzung der Oligonukleotide eine hohere Ausbeute und 
eine groBere Reinheit erreicht werden, wodurch die Genauigkeit der Gensynthese nochmals 
gesteigert werden kann. In dem Verfahren nach WO 00/75368 werden zwei verschiedene 
Klassen von Oligonukleotiden verwendet, wobei sich die beiden dort als Anchor- und Splinker- 
Oligonukleotid bezeichneten Klassen durch das Vorhandensein zweier unterschiedlicher 
Erkennungssequenzen fur Restriktionsenzyme vom Typ IIS und die einzelnen Elemente 
innerhalb der Oligonukleotidklasse in der Sequenz des jeweiligen Uberhanges unterscheiden. 
Um beliebige Gene nach diesem Verfahren herstellen zu konnen, muss eine Bibliothek von 
Oligonukleotiden zur Verfugung stehen, die alle moglichen Sequenzvarianten der zu Grunde 
liegenden Oligonukleotide enthalt. Gemafi der vorliegenden Erfindung konnen die jeweils 
benotigten Anchor und Splinker Oligonukleotide unter Verwendung von insgesamt drei 
standardisierten Elementen bei Bedarf in einer Abwandlung der in der Anmeldung WO 
00/75368 beschriebenen Methode hergestellt werden. Bei den drei Elementen handelt es sich 
zum einen um zwei Klassen von Oligonukleotiden, die sich im Wesentlichen durch die 
Anwesenheit von zumindest jeweils einer Erkennungssequenz (oder der dazu komplementaren 
Sequenz) fiir ein Restriktionsenzym vom Typ IIS unterscheiden, und ein hierin im Folgenden 
auch als Linker bezeichnetes einzelstrangiges Oligonukleotid. 

Restriktionsenzyme vom Typ IIS sind zeichnen sich dadurch aus, dass sie mit zwei diskreten 
Stellen einer doppelstrangigen DNA in Wechselwirkung treten. Eine der beiden Stellen ist die 
Erkennungsstelle, die typischer Weise eine Lange von 4 bis 7 Basenpaare aufweist. Die andere 
Stelle ist die Spaltungsstelle, die gewohnlich 1 bis 20 Basenpaare von der Erkennungsstelle 
entfernt ist. Die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme sind entweder vollstandig oder 
teilweise asymmetrisch. 

Die beiden Klassen von jeweils mindestens eine Erkennungssequenz fiir ein Restriktionsenzym 
vom Typ IIS (oder der dazu komplementaren Sequenz) aufweisenden Oligonukleotiden 
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umfassen bevorzugter Weise jeweils die folgenden Strukturelemente in 3'-5'-Richtung: einen 
einzelstrangigen Bereich, einen doppelstrangigen Bereich und, optional, eine Schleife (engl. 
Loop). Diese Sekundarstruktur bildet sich in Folge der Primarstruktur der entsprechenden 
einzelstrangigen Nukleinsaure aus. 

Dem einzelstrangigen Bereich kommt insoweit eine besondere Bedeutung bei, als dass dieser 
vollstandig oder teilweise die Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS 
darstellt oder enthalt. Alternativ kann der einzelstrangige Bereich auch eine Sequenz umfassen, 
die komplementar ist zu der vollstandigen Erkennungssequenz fur das Restriktionsenzym vom 
Typ IIS oder einen Teil derselben. Die minimale Lange des einzelstrangigen Bereichs kann dabei 
ein einzelnes Nukleotid sein. Die maximale Lange dieses Bereichs ist dabei grundsatzlich nicht 
beschrankt, jedoch ist es bevorzugt, wenn diese neben der Erkennungssequenz keine weiteren 
Nukleotide enthalt, da sich dadurch die Lange des Oligonukleotids letztlich nur unnotig 
verlangert, was mit einem erhohten Syntheseaufwand und damit einhergehend einem hoheren 
Risiko von Fehlsequenzen verbunden ist. Andererseits sollte der verwendete Uberhang eine 
stabile Hybridisierung mit dem einzelstrangigen Linker erlauben. Als optimal sind daher Langen 
zwischen 3 und 7 Nukleotiden anzusehen. 

Der doppelstrangige Bereich kann aus der Riickfaltung des Oligonukleotids auf sich selbst 
entstehen. Die Lange des doppelstrangigen Bereichs betragt bevorzugter Weise drei bis neun 
Nukleotide. Grundsatzlich ist die spezifische Abfolge der Nukleotide in diesem Bereich beliebig, 
sofern zumindest unter den Bedingungen der Nukleinsauresynthese, bei der das Oligonukleotid 
venvendet werden soil, eine stabile Hybridisierung zwischen den komplementaren Nukleotiden 
des Oligonukleotids erfolgt. Dabei ist die Ausbildung von GC-Paarungen in Folge der erhohten 
Stabilitat einer GC-Paarung gegeniiber einer AT-Paarung bevorzugt. Wenn TypIIS 
Restriktionsenzyme mit weiter entfernten Schnittstellen zum Einsatz kommen, konnen die 
Erkennungssequenzen fur diese Enzyme sowohl vollstandig als auch teilweise in dem 
doppelstrangigen Bereich enthalten sein. 

Die Schleife des Oligonukleotids kann aus einer beliebigen Abfolge von Nukleotiden gebildet 
werden. Bei der Auswahl der Abfolge gilt es jedoch zu gewahrleisten, dass keine 
Wechselwirkung mit anderen Sequenzen erfolgt und damit die Ausbildung der Schleife oder der 
anderen das Oligonukleotid aufbauenden (Sekundar-)Strukturen gestort wird. Bevorzugt werden 
Pyrimidine und ganz besonders Thymidine verwendet, da diese relativ klein sind und die 
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entstehende Schleifenstruktur stabil ist. Cytosin geht mit Guanosin eine stabilere Basenpaarung 
ein, wodurch die Ausbildung alternativer Sekundarstrukturen begunstigt wird. Die Verwendung 
von bevorzugter Weise vier Pyrimidinen und bevorzugt Thymidinen ergibt sich aus der 
Tatsache, dass die Ringspannung bei weniger als 4 Nukleotiden zu groB wird (wodurch die 
angrenzenden doppelstrangigen Regionen aufgeldst werden konnen). Mehr als 4 Nukleotide 
haben hingegen keine nennenswerte Auswirkung auf die Ringspannung und waren daher 
uberflussig. 

Die vorstehend beschriebene Klasse von Oligonukleotiden wird hierin als einteiliges oder 
selbstkomplementares Oligonukleotid bezeichnet. Eine hierzu alternative Klasse von 
Oligonukleotiden, die jedoch die gleiche Funktion aufweist, insbesondere im Rahmen ihrer 
Verwendung zur Gen- oder Nukleinsauresynthese, zeichnet sich dadurch aus, dass die Schleife 
nicht vorhanden ist. Diese Klasse von Oligonukleotiden kann dadurch erzeugt werden dass zwei 
einzelstrangige Oligonukleotide miteinander hybridisiert werden, wobei es zur Ausbildung des 
doppelstrangigen und des einzelstrangigen Bereiches kommt. In Folge des Fehlens der Schleife 
sind bei der Auswahl und Ausgestaltung der beiden zu hybridisierenden einzelstrangigen 
Oligonukleotide sowohl hinsichtlich der Sequenz als auch der Modifikation am 3'- bzw. 5'-Ende 
eine Reihe von Uberlegungen anzustellen bzw. MaBnahmen zu ergreifen. Wie im Folgenden 
noch erlautert wird, muss bei dieser Form von zweiteiligem Oligonukleotid gewahrleistet sein, 
dass es zu keiner fehlerhaften Paarung mit dem Linker kommt, Weiterhin muss gewahrleistet 
sein, dass die infolge des Fehlens der Schleife freiliegenden Enden der beiden hybridisierten 
Einzelstrange kein Substrat fur eine Polymerase oder Ligase darstellen. Dies kann beispielsweise 
dadurch gewahrleistet werden, dass eine Aminoverbindung, ein Succinylester, ein 
Fluoreszenzfarbstoff oder ein Digoxigeninrest an die endstandigen 5' bzw. 3* Phosphatgruppen 
gekoppelt wird. 

Beide Alternativen von Oligonukleotidklassen, d.h. sowohl die selbstkomplementare Form wie 
auch die zweiteilige Form der Oligonukleotide, konnen uber eine Modifikation verftigen, die es 
erlaubt, das Oligonukleotid an eine Festphase zu koppeln. Im Falle der selbst-komplementaren 
Form erfolgt diese Modifikation bevorzugter Weise im Bereich der Schleife. Mit dieser 
Modifikation wird gewahrleistet, dass das Oligonukleotid oder eine dieses umfassende 
Nukleinsaure von anderen Verbindungen abgetrennt werden kann. Die Modifikation selbst kann 
durch den Fachleuten auf dem Gebiet bekannte MaBnahmen erfolgen. Beispielhafle 
Modifikationen sind der Einbau niedermolekularer Verbindungen wie Biotin, Digoxigenin, 
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Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Aminoverbindungen oder Succinyl-ester. Die Oberflache wird 
in der Folge Molekiile aufweisen, die eine in der Regel spezifische Wechselwirkung mit der 
Modification zu Immobilisierungszwecken erlaubt. 

Der Linker als drittes standardisiertes Element ist chemisch betrachtet ebenfalls ein 
Oligonukleotid. Der Linker besteht grundsatzlich aus zwei Teilsequenzen. Die erste (konstante) 
Teilsequenz, hierin auch als Teil A bezeichnet, umfasst mind es tens die Erkennungssequenz eines 
Restriktionsenzyms vom Typ IIS oder einen Teil davon. Alternativ kann Teil A die zu der 
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms vom Typ IIS komplementare Sequenz oder einen 
Teil davon umfassen. Die zweite (variable) Teilsequenz des Linkers, hierin auch als Teil B 
bezeichnet, stellt eine beliebige, aber definierte Folge von Nukleotiden dar. Die spezifische 
Ausgestaltung des konstanten Teils A des Linkers hangt dabei von den jeweiligen 
Restriktionsenzymen vom Typ IIS ab, die im Rahmen des Syntheseverfahrens verwendet werden 
bzw. auf die die beiden Klassen von Oligonukleotiden abstellen (in der Regel ist dieser 
vollstandig komplementar zu dem einzelstrangigen Bereich mindestens eines der oben 
beschriebenen Oligonukleotide) . 

Im Folgenden wird die Ausgestaltung eines Oligonukleotids und des entsprechenden Linkers 
unter der Annahme dargestellt, dass der einzelstrangige Bereich des Oligonukleotids die 
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms vom Typ IIS vollstandig umfasst. Infolge der 
Eigenschaft dieser Restriktionsenzyme, dass die Schnittstelle aufierhalb der Erkennungsstelle 
liegt, d.h. die Erkennungsstelle durch die enzymatische Aktivitat nicht zerstdrt wird, und dariiber 
hinaus der Schnitt des Restriktionsenzyms in einer definierten Entfemung von seiner 
Erkennungsstelle unabhangig von der zu schneidenden Sequenz erfolgt, kann der Linker so 
gestaltet werden, dass der konstante Teil A komplementar ist zu der Erkennungssequenz des 
Restriktionsenzyms, welches den einzelstrangigen Bereich des Oligonukleotids ausbildet. In 
Folge dieser Komplementaritat kann eine Hybridisierung von Oligonukleotid und Linker 
erfolgen. Nachdem der Linker neben Teil A noch Teil B umfasst, bildet Teil B des Linkers nach 
der Hybridisierung mit dem Oligonukleotid einen Uberhang oder ein iiberstehendes Ende. Die 
gleiche Struktur aus Oligonukleotid und Linker bildet sich aus, wenn das Oligonukleotid in 
seinem einzelstrangigen Bereich eine Sequenz aufweist, die komplementar ist zur 
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms und Teil A des Linkers die Erkennungssequenz des 
Restriktionsenzyms darstellt. Es ist dabei nicht erforderlich, dass entweder der einzelstrangige 
Bereich des Oligonukleotids oder der konstante Teil A des Linkers die vollstandige 
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Erkennungssequenz bzw. deren komplementare Sequenz umfasst. Vielmehr ist es auch im 
Rahmen der Erfindung, wenn die Erkennungssequenz oder die dazu komplementare Sequenz des 
Restriktionsenzyms durch Teile des doppelstrangigen Bereiches und des einzelstrangigen 
Bereiches insgesamt ausgebildet wird. In diesem Fall wird beispielsweise Teil A des Linkers nur 
den Teil der Erkennungssequenz des Restriktionsenyms umfassen, der komplementar zu dem im 
einzelstrangigen Bereich des Oligonukleotids enthaltenen Teil ist. 

Die Lange von Teil B des Linkers wird durch das jeweils verwendete Restriktionsenzym und 
genauer durch die Lange des von ihm erzeugten Uberhanges bestimmt. Die nachfolgende 
Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber verschiedene Restriktionsenzyme vom Typ IIS mit ihren 
Erkennungssequenzen und den erzeugten Uberhangen wider. Dabei stellt die Tabelle die Paare 
von Restriktionsenzymen dar, die vorteilhafter Weise in dem erfindungsgemaBen 
Nukleinsauresyntheseverfahren zusammen mit den standardisierten Elementen verwendet 
werden. 

Tabelle 1: Beispielhafte Ausgestaltung von Oligonukleotid 1 und Oligonukleotid 2 sowie des 
erfindungsgemaBen Linkers in Abhangigkeit von dem spezifisch verwendeten 
Restriktionsenzympaar vom Typ IIS. 



Restriktions- 
enzympaar 


Oligonukleotid 1 (5'-3>) 


Oligonukleotid 2 (5'-3') 


Linker (5'-3') 


Eco31I/Esp3I 


CGNi.9Xi.9N' 1 _ 9 CGTCTCti 

(SEQ . ID. No. 14) 


CCNi. 9 Xi. 3 N' !. 9 GGTCTCN 
(SEQ. ID. No. 16) 


NNNNN ' GAGA 
(SEQ. ID. No. 18) 


BbsI/Acc36I 


TTCNi.9Xi.9N' !. 9 GAAGACNN 
(SEQ. ID. No. 15) 


CAGGTN1.9Xi.9N' 1 . 9 ACCTGCN 4 
(SEQ. ID. No. 17) 


a) NNNNN' 2 GTC 
(SEQ ID No. 19) 

b) NNNNN' 4 G 
(SEQ ID No. 20) 


Eco3 1 1/Esp3I 
(bipartite) 


Ni.gCGTCTCN 
(SEQ. ID. NO. 21) 
CGN\.9 

(SEQ. ID. No. 22) 


CCN x. 9 

(SEQ. ID. No. 23) 
N1.9GGTCTCN 
(SEQ. ID. NO. 24) 


Nx.gCGAGA 
(SEQ. ID. NO. 25) 


BbsI/Acc36I 
(bipartite) 


N1.9GAAGACNN 
(SEQ . ID. No. 26) 
TTCN1.9 

(SEQ. ID. NO. 27) 


CAGGTNx.9 
(SEQ. ID. No. 28) 
N ' ! . 9 ACCTGCNNNN 
(SEQ. ID. No. 29) 


NNNNNNGTC 
(SEQ. ID. No. 30) 
NNNNN* 4 G 
(SEQ. ID. No. 31) 
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Dabei bedeutet: N ein beliebiges der Nukleotide A, G, C oder T; 

N' das jeweils zu N an der korrespondierenden Position im Gegenstrang 
komplementare Nukleotid 

X ein beliebiges nukleotidisches oder nichtnukleotidisches Element 
(ggf. mit einer entsprechenden Modifikation), welches zu einer 
Kettenbildung befahigt ist. 



Die Subskriptnummern geben die Anzahl der jeweiligen Elemente an. 



Tabelle 2: Beispielhafte Kombination der Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen vom 
Typ IIS in den Oligonukleotiden der Klasse I und 2 



Erkennungssequenz der Klasse 1 


Erkennungssequenz der Klasse 2 


CGTCTCN A NNNN_(Esp3I, BsmBI) 

(SEQ.ID.Nol) 


GGTCTCN A NNNN_(BsaI, Eco31I...) 


GGTCTCN A NNNN_(BsaI, Eco31I,..) 

(SEQ.ID.No. 2) 


CGTCTCN A NNNN_(Esp3 1, BsmBI) 


GAAGACNN A NNNN_(BbsI, Bpil. . .) 

(SEQ.ID.No.3) 


ACCTGCNNNN A NNNN_(BspMI, Acc36I) 


ACCTGCNNNN A NNNN_(BspMI, Acc36I) 
(SEQ.ID.No.4) 


GAAGACNN A NNNN_(BbsI, Bpil. . .) 


GCAGTG_NN A (BtsI) 
(SEQ.ID.No.5) 


GCAATG_NN A (BsrDI, Bse3DI, ..) 


GCAATG_NN A (BsrDI, Bse3DI, ..) 
(SEQ.ID.No.6) 


GCAGTG_NN A (BtsI) 


GTATCCNNNNN_N A (BciVI, Bfiil) 

(SEQ.ID.No.7) 


ACTGGGNNNN_N A (Bfil, Bmrl) 


ACTGGGNNNN_N A (Bfil, Bmrl) 

(SEQ.ID.No.8) 


GTATCCNNNNN_N A (BciVI, Brul) 


GGCGGANNNNNNNNN_NN A (Ecil) 
(SEQ.ID.No.9) 


GAGGAGNNNNNNNN_NN A (BseRI) 


GAGGAGNNNNNNNN_NN A (BseRI) 
(SEQ.ID.No. 10) 


GGCGGANNNNNNNNN_NN A (Ecil) 
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CACCTGCNNNN A NNNN_ (Aarl) 


CAGCTC>WNNNNN A NNNN_ (Acelll) 


(SEQ.ID.No.il) 




CAGCTCNNNNNN^ (Acelll) 


CACCTGCNNNN A NNNN_ (Aarl) 


(SEQ.ID.No.12) 




GCTCTTCN A NNN_ (Sapl) 


- (Adapter Linker erforderlich) 


(SEQ.ID.No.13) 





Dabei bedeutet: N ein jedes der Nukleotide A 3 G, C oder T; 

A die Schnittstelle im „oberen" Strang, d.h. 5'->3' von links nach rechts 
_die Schnittstelle im „unteren" Strang, d.h.5'->3' von rechts nach links 

Bevorzugte Paarungen eines ersten und eines zweiten Restriktionsenzym vom Typ IIS zu 
Zwecken der Verwendung der beiden Klassen von Oligonukleotiden und des Linker-Molekuls 
fur die Synthese einer Nukleinsaure, bevorzugter Weise einer DNA sind die folgenden: 
Eco31I/Esp3I (37°C), Bsal/BsmBI (50°C), BsmBI/Bsal (55°C)> BbsI/BspMI (37°C), 
BspMI/BbsI (37°C) BsrDI/BtsI (65°C), BtsI/BsrDI (37°C), BciVI/Bmrl (37°C), Aarl/Acelll 
(37°C), Ecil/BseRI (37°C) und Bmrl/BciVI (37°C). (Die in Klammern angegebenen 
Temperaturen sind die bei der jeweiligen Paarung verwendeten Inkubationstemperaturen.). Die 
Isoschizomeren zu diesen Enzymen (Bsal: Bso31, Eco31I; BsmBl: Esp3I; Bbsl: BpilJBpuAI; 
BspMI: Acc36I; BsrDI:Bse3DI, BseMI; Bmrl: Bfil) stellen potenzielle Ausweichkandidaten dar; 
z.T. werden diese aus klonierten Vektoren uberexprimiert und in hoherer Ausbeute bzw. 
Reinheit produziert. Isoschizomere werden auch dann bevorzugt verwendet, wenn die 
Lagerfahigkeit eines Enzyms verglichen mit seinem Isoschizomeren beschrankt ist. 

m m 

Wird nun beispielsweise Bsal als Restriktionsenzym verwendet, wird ein Uberhang aus vier 
Nukleotiden erzeugt, welcher eine beliebige Sequenz aufweisen kann. Da an einer jeden der vier 
Nukleotidpositionen im Prinzip alle vier Nukleotide (A, G, C, T) stehen konnen, kann mit 
insgesamt 256 Linkern eine jede aus vier Nukleotiden bestehende Sequenz dargestellt werden. 
Ein derartiger Linker kann sodann mit einem Oligonukleotid infolge der Komplementaritat der 
Sequenzen von Teil A des Linkers mit dem einzelstrangigen Teil des Oligonukleotides 
hybridisiert werden. Betragt der durch das Restriktionsenzym erzeugte Uberhang zwei 
Nukleotide, wird die entsprechende Linker-Bibliothek 16 Elemente, bei einem Uberhang von 
drei Nukleotiden 64 Elemente, bei einem Uberhang von funf Nukleotiden 1024, bei einem 
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Uberhang von sechs Nukleotiden 4096 und bei einem Uberhang von sieben Nukleotiden 16384 
Elemente umfassen. 

Bei derartigen Bibliotheken ist anzumerken, dass der Teil B bei Betrachtung des einzelnen 
Linkers scheinbar eine beliebige Sequenz aufweist, jedoch in der Gesamtheit die Linker einer 
entsprechenden Bibliothek den gesamten, durch die Lange des Uberhanges definierten 
Sequenzraum abdecken und in einem jeden Fall eine definierte, d. h. nicht randomisierte 
Abfolge von Nukleotiden umfassen. 

Die vorstehende Konzeption der Paarbildung aus einem Oligonukleotid der ersten Klasse, hierin 
auch als erstes Oligonukleotid bezeichnet, und einem entsprechenden Linker, definiert durch ein 
spezifisches Restriktionsenzym, wobei das die Klasse des Oligonukleotids definierende 
Restriktionsenzym das gleiche ist, wie das die Klasse des Linkers definierende 
Restriktionsenzym vom Typ IIS, kann nun in gleicher Art und Weise durchgeftihrt werden fur 
ein Paar aus Linker und Oligonukleotid einer zweiten Klasse, die durch ein anderes, zweites 
Restriktionsenzym vom Typ IIS definiert werden, und sodann Komplexe aus Linker und 
Oligomer hergestellt werden. Nachdem in diesem Falle ein anderes Restriktionsenzym vom Typ 
IIS verwendet wird, wird sich Teil A des Linkers von dem vorstehend im Zusammenhang mit 
dem ersten Restriktionsenzym vom Typ IIS beschriebenen Linker unterscheiden. Teil B wird 
jedoch, wiederum in Abhangigkeit von der Lange des durch das Restriktionsenzym vom Typ IIS 
erzeugte Ende ausgestaltet sein und insgesamt einen entsprechenden Sequenzraum definieren. 

Durch das vorstehend beschriebene Vorgehen liegen somit typischer Weise zwei Linker- 
Bibliotheken vor, die bedingt durch die Spezifitat bzw. Komplementaritat der Erkennungs-stelle 
des jeweiligen Restriktionsenzyms vom Typ IIS mit jeweils einem korrespondierenden 
Oligonukleotid hybridisieren konnen. Nach der Hybridisierung und ggf. Ligierung des Linkers 
mit dem Oligonukleotid wird dieser typischer Weise phosphoryliert und der durch Teil B des 
Linkers generierte Uberhang mittels einer Polymerase aufgefullt, so dass der Komplex aus 
Oligonukleotid und Linker nun als glattendiges Oligonukleotid vorliegt. Dieser Vorgang wird flir 
das Oligonukleotid der zweiten Klasse und den entsprechenden Linker (der zweiten Klasse) 
wiederholt. AnschlieBend werden die beiden um den Linker verlangerten glattendigen 
Oligonukleotide miteinander ligiert und anschlieBend mit einem der beiden Restriktionsenzyme 
vom Typ IIS gespalten. Infolgedessen kommt es zu einer Verlangerung des einen oder des 
anderen Oligonukleotids. Die Anzahl der angefugten Nukleotide wird dabei durch die Lange des 
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Uberhanges bestimmt, welcher von dem jeweils fur die Spaltung der beiden ligierten 
glattendigen Oligonukleotide verwendeten Enzym produziert wird. 

Der gezielte Aufbau einer definierten Nukleinsaure wird durch Anwendung und Wiederholung 
des oben beschriebenen schematischen Reaktionsgeschehens dadurch moglich, dass aus der 
Linker-Bibliothek jene Linker gewahlt werden, die als Teil B die Sequenz enthalten, die zu einer 
bereits bestehenden oder aufzubauenden Nukleinsaure hinzugefligt werden soli. Nach Spaltung 
des Ligationsproduktes aus den beiden glattendigen Oligonukleotiden erhalt man ein 
abgespaltenes Oligonukleotid, welches in der Gensynthese nach dem Sloning-Verfahren, wie sie 
Gegenstand der internationalen Patentanmeldung WO 00/75368 ist, eingesetzt werden kann. In 
diesem Verfahren werden groBere Gene dadurch hergestellt, dass zunachst in parallelen 
Reaktionsansatzen Teilfragmente durch sequenzielle Ligationen von unmodifizierten 
doppelstrangigen Oligonukleotiden (sogenannten Splinkern) an ein uber eine Modifikation 
immobilisierbare Oligonukleotide (sogenannte Anchor) aufgebaut werden. Die dabei 
entstehenden Ligationsprodukte werden nach jedem Schritt mit dem Restriktionsenzym 
gespalten, dessen Erkennungssequenz in den anligierten Splinkermolekiilen enthalten ist. 
Dadurch verbleibt jeweils nur der variable Teil der Splinker an dem Anchor Molekul, wahrend 
der konstante Teil durch das Restriktionsenzym abgetrennt und durch einen Waschschritt aus 
dem Reaktionsansatz entfernt wird. Je nach der zu synthetisierenden Teilsequenz wird ftir jeden 
Einzelschritt der hierftir benotigte Splinker aus einer Bibliothek aller Splinker ausgewahlt. 
Anschliefiend wird die eine Halfte der so erhaltenen Fragmente mit dem Anchor-spezfischen 
Restriktionsenzym behandelt, die andere Halfte der Fragmente mit dem Splinker-spezifischen 
Enzym. Jedes dieser Fragmente weist nun einen einzelstrangigen Uberhang auf, welcher 
komplementar zu dem Uberhang des in der Abfolge der zu synthetisierenden Gensequenz 
nachsten Fragments ist. Durch Ligation der nebeneinander liegenden Fragmente (sogenannte 
Transposition) verdoppelt sich die Lange der nunmehr vorliegenden Fragmente, wahrend sich 
die Anzahl der Fragmente halbiert. Mit jeder weiteren Transposition verdoppelt sich die Lange 
der Teilfragmente bis schlieBlich nur noch ein Fragment ubrig ist, welches im Normalfall die 
gesamte zu synthetisierende Gensequenz enthalt. 

In seiner Allgemeinheit formuliert, umfasst dieses Verfahren, das hierin auch allgemein als das 
Sloning-Verfahren bezeichnet wird, somit die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 
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aa) Kopplung eines Oligonukleotids mit einem Ende an eine feste Matrix, wobei die 
Kopplung iiber eine Modifikation erfolgt, und das Oligonukleotid eine Erkennungs- 
sequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym enthalt, welches aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), wobei dieses Oligonukleotid nicht an die 
Matrix binden kann, 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten 
Oligonukleotid aus Schritt aa), 

ag) mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 



b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Kopplung eines Oligonukleotids mit einem Ende an eine feste Matrix, wobei die 
Kopplung uber eine Modifikation erfolgt, und das Oligonukleotid eine 
Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym enthalt, welches aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, 
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bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt ba), wobei dieses Oligonukleotid nicht an die 
Matrix binden kann, 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekiils vom Reaktionsgemisch, 

bg) mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die 
letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme 
das Ligationspordukt mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, wobei die 
Spaltung in Oligonukleotid in Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekiils vom Reaktionsgemisch. 

Der Begriff der festen Matrix, wie er hierin verwendet wird, bezeichnet allgemein eine jegliche 
Oberflache, an der eine Kopplung mindestens einer der Reaktanten stattfinden kann. 
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Insbesondere zahlen hierzu Oberflachenformen wie Filter, Folien, Membranen, Chips, Platten, 
Kiigelchen (engl. beads) und Saulen. Diese Oberflachenformen konnen aus einem der folgenden 
Materialien hergestellt sein: Polymere wie Kunststoffe, beispielsweise Polystyrol, Polyacetat, 
Polyacrylamide, Polyvinylidenfluorid, Agarose, Sepharose, Cellulose; Silizium, Glas 
(Silikatglas) und Kieselgel. Diese Materialien konnen in einer oder mehreren dem Fachmann 
bekannten Art und Weisen modifiziert werden. 

Die Kopplung kann auf Seiten der Oligonukleotide dadurch erfolgen, das eine Modifizierung 
intern, d.h. an einem nicht-terminalen Nukleotid des Polynukleotids, oder terminal, d.h. an einem 
terminalen Nukloetid, vorliegt. Letzteres wird insbesondere dann mdglich sein, wenn das 
Oligonukleotid als eine zweiteilige (engl. bipartite) Struktur vorliegt. Derartige Modifizierungen, 
die eine Kopplung eines Oligonukleotids an eine Oberflache, insbesondere eine modifizierte 
Oberflache erlauben, sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und umfassen beispielsweise 
Biotin, Iminobiotin, Digoxygenin, Sulfhydrylgruppen, Diclycohexylcarbodiimid, Fluorescein, 
Acridin und Rhodamin. 

Die Kopplung kann auf Seiten der festen Matrix durch eine oder mehrere der folgenden 
Modifizierungen erfolgen: Avidine, wie Streptavidin, monomeres Avidin, an den Tyrosinresten 
modifiziertes Avidin; Antikorper, insbesondere solche, die gegen die vorstehend genannten 
Verbindungen gerichtet sind, und Sulfhydrylgruppen. 

Es ist im Rahmen der Fahigkeiten der Fachleute auf dem Gebiet, geeignete Kombinationen der 
vorstehenden Modifizierungen der Reaktionspartner zu bestimmen. 

In einer Weiterentwicklung des Verfahrens nach WO 00/75368 kGnnen aber auch mehrere 
Genvarianten gleichzeitig hergestellt werden. Um Teilfragmente mit terminal verschiedenen 
Sequenzen herstellen zu konnen, ist dazu folgende Modifikation des Protokolls notwendig: Nach 
der Ligation eines modifizierten Splinkers an einen verlangerten Anchor (nach vorheriger 
Blockierung der vorhandenen Bindungsstellen an der Festphase) wird das entstandene Anchor- 
Splinker Ligationsprodukt nicht mit der Splinker-spezifischen Restriktionsendonuklease 
geschnitten, sondern mit dem Anchor-spezifischen Restriktionsenzym. Hierdurch entstehen 
doppelstrangige DNA Molekiile, welche an einem Ende einen einzelstrangigen Uberhang 
aufweisen, jedoch trotz ihrer Modifikation nicht mehr an die feste Matrix gebunden sind. Diese 
DNA Molekiile ktinnen daher jetzt auf verschiedene ReaktionsgefUBe aufgeteilt und an eine 
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Festphase gebunden werden. Nach erneuter Blockierung freier Bindungsstellen, Ligation neuer 
AnchormolekUle sowie Spaltung mit der Splinker-spezifischen Restriktionsendonuklease konnen 
nun verschiedene Splinker ligiert anligiert werden, die sich in der Uberhangsequenz 
unterscheiden, nicht aber in den an den Uberhang unmittelbar angrenzenden Nukleotiden, 
welche nach der folgenden Restriktion den nachsten Uberhang bilden. Auf diese Weise konnen 
mehrere verschiedene Teilfragmente aufgebaut werden. Diese Fragmente werden im nachsten 
Schritt mit Splinkern ligiert, welche im Anschluss an die Uberhangsequenzen wieder die gleiche 
Sequenz aufweisen, so dass alle Varianten Fragmente nach der folgenden Spaltung mit dem in 
der aufzubauenden Gensequenz folgenden Fragment verknupft werden konnen. Um eine 
annahemd aquimolare Aufteilung dieser verschiedenen Fragmente zu erreichen, mussen auch 
alle anderen, parallel hergestellten Ligationsprodukte entsprechend behandelt und portioniert 
werden. Hierzu ist es notwendig, dass diejenigen Fragmente, die nach dem urspriinglichen 
Verfahren am Anchor verbleiben nach dem Schneiden mit der Anchor-spezifischen 
Restriktionsendonuklease erst wieder mit einem Anchormolekiil ligiert werden mussen, um die 
Reaktion fortfuhren zu konnen. Dieser Aspekt der Erfindung wird in den Figs. 9 bis 14 illustriert. 

Nach Bedarf kann sich nach der letzten Transposition eine Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
anschlieflen, in welcher als Primer Oligonukleotide verwendet werden, die zu den konstanten 
Teilen der Anchor bzw. Splinker komplementar sind. Auf diese Weise konnen Verluste durch 
die Aufteilung der Reaktionen wieder kompensiert werden. Vorzugsweise werden hierbei 
thermostabile Polymerasen mit Proofreading Funktion eingesetzt, um moglichst wenige 
zusatzliche Fehler einzuflihren. 

Ein ahnliches Verfahren kann angewendet werden, um zu verhindern, dass verkurzte 
Ligationsprodukte, welche durch inkomplette Spaltungen mit der Splinker-spezifischen 
Restriktionsendonuklease entstehen konnen, nicht in die folgenden Transpositionsreaktionen (= 
Ubertragung von verlangerten Splinkermolekulen nach dem Schneiden mit der Anchor- 
spezifischen Restriktionsendonuklease) verschleppt werden und so zu Deletionsmutationen 
fuhren konnen. Hierbei werden an Stelle der jeweils letzten Splinkermolekiile am Ende des 
Ligation/Restriktion-Zyklus AnchormolekUle ligiert, welche jedoch eine Erkennungssequenz fur 
das Splinker-spezifische Restriktionsenzym enthalten (sogenannte Splinker-Anchor). Durch eine 
Blockierung noch vorhandener freier Bindungsstellen der Festphase wird gewahrleistet, dass die 
Splinker-Anchor nur mittels Ligation an die verlangerten Anchor an die Festphase gekoppelt 
werden. Nach der Spaltung der so entstandenen Ligationsprodukte mit dem Anchor-spezifischen 
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Restriktionsenzym weisen nur diejenigen Molektile, welche im letzten Schritt einen 
modifizierten Splinker-Anchor erhalten haben, die entsprechende Modification auf und konnen 
daher in einem nachsten Schritt nach Uberfiihrung in ein neues ReaktionsgefaB durch Bindung 
an eine Festphase von nicht modifizierten Teilfragmenten abgetrennt werden. Dieser Aspekt der 
Erfindung wird in den Figs. 15 bis 17 hierin weiter erlautert. 

Des Weiteren ist auch die Umkehrung des in der Anmeldung WO 00/75368 beschriebenen 
Vorgehens moglich: anstatt die Genfragmente an den an eine Festphase gekoppelten Anchor 
Oligonukleotide aufzubauen, konnen die Ligationen prinzipiell auch in Losung erfolgen, wobei 
jeweils modifizierte Splinker-Anchor statt Splinker Oligonukleotide ligiert werden. Nach der 
Restriktion mit der Splinker-spezifischen Restriktionsendonuklease verbleiben nunmehr die 
nicht geschnittenen Ligationsprodukte an der Festphase wahrend die durch die Restriktion frei 
gesetzten Fragmente in die weiteren Reaktionsansatze iiberfuhrt werden konnen. Bevorzugter 
Weise konnen bei dieser Vorgehensweise Enzyme eingesetzt werden, die selbst eine 
Modifikation tragen und somit ebenfalls in den Reaktionsansatzen zuriickgehalten werden. Eine 
Hitzedenaturierung der Enzyme ist damit nicht mehr notwendig. Dieser Aspekt der Erfindung 
wird in den Figs. 18 bis 20 im Detail beschrieben. 

Prinzipiell konnen aufsynthetisierte Teilfragmente durch Kombination der in den letzten beiden 
Absatzen beschriebenen Verfahren nach Belieben zwischen Anchor und Splinker-Anchor hin 
und her transferiert werden (Transfer-Reaktion). Eine identische Uberhangsequenz 
vorausgesetzt, konnen so beliebige Genfragmente aus verschiedenen Synthesen miteinander 
kombiniert werden. Dieses ,,Mini-Exon-Shuffling" eignet sich beispielsweise hervorragend flir 
die Herstellung von Designerproteinen oder zur Optimierung enzymatischer Eigenschaften durch 
die Kombination von Mutanten mit erhohter Aktivitat bzw. Stabilitat. 

Das in der Anmeldung WO 00/75368 beschriebene Gensyntheseverfahren war in der Auswahl 
der zu synthetisierenden Nukleinsauren insoweit eingeschr&nkt als dass die Erkennungs- 
sequenzen der verwendeten Anchor- und Splinker-spezifischen Restriktionsendonukleasen in der 
zu synthetisierenden Sequenz nicht auftreten durflen, da diese zu internen Spaltungen der 
Teilfragmente fiihren wurde. Diese Beschrankung konnte dadurch umgangen werden, dass beim 
Zusammensetzen einer solchen Sequenz ein Splinker mit einer Erkennungssequenz fur eine 
alternative Restriktionsendonuklease verwendet wird und das Ligationsprodukt dann 
anschliefiend mit der entsprechenden Methylase behandelt wird. Die methylierten internen 
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Sequenzen sind dann vor der Spaltung mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease 
geschiitzt, wahrend die Anchor und Splinker nach wie vor abgetrennt werden konnen. Dieser 
Aspekt der Erfmdung wird in den Figs. 21 bis 22 weiter ausgefuhrt. 

Schliefllich kann eine Verbesserung des Verfahrens der ursprtinglichen Anmeldung dadurch 
erreicht werden, dass der Einsatz von Splinker Oligonukleotiden mit einem nur drei Nuleotide 
groBem Uberhang moglich ist, obwohl bislang kein Paar von Restriktionsendonukleasen bekannt 
ist, welche einen drei Nukleotide langen Uberhang produzieren und dariiber hinaus voneinander 
unterscheidbare Erkennungssequenzen aufweisen. Das Problem, dass die Genfragmente dann 
nicht durch Spaltungen an entweder dem einen oder dem anderen Ende in den Transpositionen 
zusammen gesetzt werden konnen, kann namlich dadurch umgangen werden, dass der letzte 
hinzuzufugende Splinker ein Adapter ist, d.h. zwar ein drei Nukleotide langes iiberstehendes 
Ende aufweist, aber eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym beinhaltet, welches 
einen vier Nukleotide langen Uberhang erzeugt. Der Einsatz solcher Splinker-Adapter ist 
insoweit von Vorteil, als dass nur eine Splinkerbibliothek kleinerer Komplexitat notwendig ist 
(4096 statt 65536) und drei Nukleotide lange Uberhange niemals selbstkomplementar sein 
konnen. Da zudem die Gene dann im Triplettraster aufgebaut werden konnen, ist fur codierende 
Regionen eine weitere Einschrankung der Komplexitat moglich, da nicht fur alle Codons 
Splinker bereit gestellt werden mussen. Insgesamt werden 256 verschiedene Splinker-Adapter 
benotigt, um alle Sequenzvarianten abdecken zu konnen; beschrankt man sich auf die 30 
haufigsten Codons, wurden 120 ausreichen. Dieser Aspekt der Erfindung wird in den Figs. 2 bis 
8 naher erlautert. 

Der Hauptaspekt der vorliegenden Erfindung beruht darauf, dass es mit Hilfe der hier 
beschriebenen Verfahren moglich ist, die GroBe der fur die Synthesen von beliebigen Genen 
notwendigen Oligonukleotid-Bibliothek durch eine kombinatorische Herstellung aus zwei 
kleineren Bibliotheken entscheidend zu verringem. Aus dieser Vorgehensweise resultieren 
gegenuber dem bereits sehr vorteilhaften Sloning- Verfahren weitere deutliche Vorteile, werden 
doch nicht mehr standardisierte Elemente mit Langen von 30 bis 40 Nukleotiden verwendet, 
sondem vielmehr Linkermolekule, welche Langen von typischer Weise 6 bis 1 1 Nukleotiden 
aufweisen. Hierdurch wird der erreichbare Aufreinigungsgrad der standardisierten 
Oligonukleotidbausteine extrem verbessert und somit die Grundlage fiir eine sehr zuverlassige 
und automatisierbare Nukleinsauresynthese geschaffen. 
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Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaflen Verfahrens, wie er sich aus der vorstehenden 
Darstellung ergibt, besteht darin, dass die GroBe der Bibliothek der Linker im Falle eines 
Oberhanges von vier Nukleotiden lediglich 256 betragt, wobei diese fur jedes Restriktions- 
enzym vom Typ lis, welches auf Seiten der Oligonukleotide verwendet wird, entsprechend 
hergestellt werden muss. Somit ergibt sich, dass insgesamt im vorstehend genannten Beispiel 
lediglich 512 verschiedene Linker sowie zwei Oligonukleotide (jeweils eines fur eine jede 
Klasse) hergestellt werden miissen, gegenuber insgesamt 65.536 Oligonukleotiden (bei der 
Verwendung von Restriktionsenzymen, die einen Uberhang gegenuber ihrer Erkennungs- 
sequenz von vier Nukleotiden erzeugen). 

Eine ganz besonders bevorzugte weitere Ausfuhrungsform sowohl hinsichtlich der Linker, wie 
auch der sich daraus ergebenden Bibliotheken kann dann realisiert werden, wenn sich wie im 
Falle des Restriktionsenzym-Paares Eco31I/Esp3I, die Erkennungssequenz lediglich in einem 
Nukleotid unterscheidet. Unter diesen Umstanden ist es moglich, dass statt der erforderlichen 
512 (256 Linker fur Klasse 1 und 256 Linker fiir Klasse 2) verschiedenen Elementen lediglich 
einmal 256 verschiedene Linker hergestellt werden miissen, wenn das eine Nukleotid, in dem 
sich die beiden Restriktionsenzyme des Restriktionsenzympaares unterscheiden nicht in Teil A 
des Linkers, sondern im terminalen Teil des doppelstrangigen Bereiches des Oligonukleotides 
angeordnet ist. 

In der folgenden Tabelle 2 werden Sequenzen flir Vertreter der beiden Klassen von 
Oligonukleotiden angegeben sowie das zu ihnen korrespondierende Restriktionsenzym vom Typ 
IIS, deren Erkennungssequenz entweder vollstandig oder teilweise in dem 3'-OH-Uberhang 
vorhanden ist. 



Tabelle 2: Sequenzbeispiele fur selbstkomplementare und bipartite Oligonukleotide 



Restriktions- 
enzympaar 


Oligonukleotid 1 
(5' -3' ) 


Oligonukleotid 2 
(5' -3' ) 


Linker 
(5' -3' ) 


Eco31I/Esp3I 


CGCCCCTTTTGGGGCGTCTCG 
(SEQ. ID. No. 9) 


CCCGGGTTTTCCCGGGTCTCG 
(SEQ . ID. No. 11) 


NNNNCGAGA 
(SEQ. ID. No. 
13) 


BbsI/Acc36I 


TTCGGGTTTTCCCGAAGACGC 


CAGGTGGGTTTTCCCACTGGGACGC 


NNNNGCGTC 

— » — 
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(SEQ . ID. No. 10) 


(SEQ. ID. No. 12) 


(SEQ. ID. No. 
14) 


ErCOO I JL/CSpjl 

(bipartite) 


GGGGCGTCTCG 

CGCCCC (SEQ. ID. No. 17) 


CCCGGG 

CCCGGGTCTCG (SEQ. ID. No. 
19) 


NNNNCGAGA 
(SEQ. ID. No. 
15) 


BbsI/Acc36I 
(bipartite) 


CCCGAAGACGC 

TTCGGG (SEQ. ID. No. 

18) 


CAGGTG 

CCCACTGGGACGC (SEQ. 
ID. NO. 20) 


NNNNGCGTC 
(SEQ. ID. No. 
16) 



Die hierin offenbarten Nukleinsauremolekiilbibliotheken bestehen aus einer Mehrzahl der 
erfindungsgemaflen einzelstrangigen Nukleinsauremolekiile, wie sie hierin offenbart werden. 
Der Begriff einzelstrangiges Nukleinsauremolekiil und Linker werden hierin, sofern nicht anders 
angegeben, synonym verwendet. Bevorzugter Weise umfassen diese Nukleinsaure- 
molekulbibliotheken den gesamten Sequenzraum, wie er durch die Lange des Uberhanges (Teil 
B des Linkers) definiert ist. Es ist jedoch auch im Umfang der vorliegenden Erfindung, dass 
lediglich ein Teil der entsprechenden Linker und somit ein Teil des Sequenzraumes in der 
Nukleinsauremolekiilbibliothek enthalten ist. Dariiber hinaus kann das relative Verhaltnis der 
einzelnen Molekiile in einer derartigen Bibliothek zueinander sowohl gleich als auch 
unterschiedlich ausgebildet sein. Beispielsweise ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
dass solche Sequenzen, die vergleichsweise selten in den zu synthetisierenden Sequenzen oder 
naturlichen Sequenzen vorkommen, verglichen mit anderen, haufiger vorkommenderen 
Sequenzen entsprechend unterreprasentiert sind. 

Wie bereits anhand der vorstehenden Beschreibung offenbart wurde, konnen sowohl die 
einzelstrangigen Nukleinsauremolekiile, d. h. Linker, als auch die Nukleinsauremolekiil- 
Bibliotheken im Rahmen eines Verfahrens zur Herstellung eines Nukleinsauremolekuls 
verwendet werden. Bevorzugter Weise handelt es sich bei diesem Verfahren um ein Verfahren 
mit sequenzieller Ligation von Oligonukleotiden auf sequenzunabhangige Weise, wie es in der 
internationalen Patentanmeldung WO 00/75368 beispielhaft beschrieben ist. Die hierin als 
Oligonukleotide der ersten Klasse definierten Oligonukleotide, wobei die Zuordnung dadurch 
erfolgt, dass ein Oligonukleotid der ersten Klasse eine Erkennungssequenz eines ersten 
Restriktionsenzym vom Typ IIS oder einen Teil davon oder eine dazu komplementare Sequenz 
umfasst und ein Oligonukleotid der zweiten Klasse eine Erkennungssequenz eines zweiten, vom 
ersten Restriktionsenzym verschiedenen Restriktionsenzym vom Typ IIS oder einen Teil davon 
oder eine dazu komplementare Sequenz umfasst, konnen dabei ein sogenanntes „Anchor"- 
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Oligonukleotid sein, d.h. eine Modifikation tragen, die eine Immobilisierung des Oligonukleotids 
an einer Festphase erlaubt, und die andere Klasse ein sogenanntes „Splinker"-01igonukleotid, 
das eine gleich- oder andersartige spaltbare Modifikation aufweist. Ansonsten entsprechen 
„Anchor"- und „Splinker"-01igonukleotide dem hierin fur die Oligonukleotide beschriebenen 
Aufbau aus einem einzelstrangigen und einem doppelstrangigen Bereich sowie optional einer 
Schleife. 

Das erfindungsgemafle Verfahren sieht dabei vor, dass ein Oligonukleotid einer durch das 
Vorhandensein der Erkennungssequenz, deren komplementaren Sequenz oder jeweils eines Teils 
davon, eines ersten Restriktionsenzyms vom Typ IIS defmierten Klasse 1 bereitgestellt wird, 
wobei dieses Oligonukleotid hinsichtlich der Erkennungssequenz fur das erste 
Restriktionsenzym wie oben offenbart ausgebildet sein kann. Dieses im Folgenden als erstes 
Oligonukleotid bezeichnete Oligonukleotid kann eine Modifikation aufweisen, die eine 

■ 

Befestigung oder Immobilisierung des ersten Oligonukleotids an einer Oberflache, bevorzugter 
Weise an einer festen Matrix, erlaubt. Bevorzugter Weise ist diese Modifikation so ausgebildet, 
dass eine Abspaltung des an die Oberflache gebundenen Oligonukleotids erfolgen kann. Zu 
diesem ersten Oligonukleotid wird ein erfindungsgemafier Linker unter geeigneten Bedingungen 
hinzugegeben, so dass eine Hybridisierung zwischen dem ersten Oligonukleotid und dem Linker 
erfolgt. Die Hybridisierung beruht auf der Komplementaritat von Teil A des Linkers mit dem 
einzelstrangigen Teil des Oligonukleotids. Durch die Hybridisierung wird ein Doppelstrang 
gebildet, der die vollstandige Erkennungssequenz des besagten Restriktionsenzyms vom Typ IIS 
enthalt. Die Mengenverhaltnisse zwischen dem ersten Oligonukleotid und dem Linker werden 
entsprechend den Erfordernissen einer effizienten Ligation ausgestaltet, wobei typischer Weise 
vorgesehen ist, dass der vergleichsweise kleinere Linker im Uberschuss zum ersten 
Oligonukleotid hinzugegeben wird. 

Als nachster Schritt kann nach Behandlung mit einer Kinase der 5 '-uberhangende Teil des ersten 
Oligonukleotides aufgefiillt und somit glattendig gemacht werden. Bevorzugter Weise wird vor 
dem Auffiillen, typischer Weise unter Verwendung des Klenow-Fragmentes der T4 DNA- 
Polymerase, der Uberschuss des Linkers entfernt. Diese Entfernung kann in dem Fall, dass das 
erste Oligonukleotid an einer festen Matrix immobilisiert ist, durch entsprechende Waschschritte 
erfolgen. Alternativ kann vorgesehen sein, dass eine Auftrennung der verschiedenen Moleklile, 
insbesondere eine Abtrennung des Linkers fur den Fall, dass das erste Oligonukleotid nicht 
immobilisiert ist, mittels geeigneter Trenntechniken, wie beispielsweise Gelelektrophorese oder 
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Gelfiltration, erfolgen. Neben der bevorzugter Weise erfolgenden Entfemung des nicht ligierten 
Uberschusses an Linkem werden entweder gleichzeitig oder in verschiedenen Schritten auch die 
weiteren Komponenten des Reaktionsansatzes, d. h. Kinase, Klenow-Fragment und die bei der 
Auffullung nicht umgesetzten Nukleosid-triphosphate entfernt. 

Parallel dazu oder im Nachgang dazu wird anschliefiend ein Oligonukleotid der zweiten Klasse, 
hierin auch als zweites Oligonukleotid bezeichnet, bereitgestellt, wobei sich dieses 
Oligonukleotid bzw. die Klasse dadurch auszeichnet, dass sie vollstandig oder teilweise die 
Erkennungssequenz eines von der Klasse 1 unterschiedlichen Restriktions-enzyms vom Typ IIS 
bzw. die komplementare Sequenz hierzu umfassen und diese nun mit einem entsprechenden 
Linker umgesetzt wird, dessen Teil A zu dem einzelstrangigen Bereich des Oligonukleotids 
komplementar ist, und nach Ligation und Auffullen am Ende auch hier ein glattendiges 
Oligonukleotid vorhanden ist. Auch das zweite Oligonukleotid kann, nun versehen mit dem 
Linker und entsprechend aufgefullt, an einer Oberflache immobilisiert vorliegen. 

In einem nachsten Schritt werden die glattendigen Oligonukleotide miteinander in Kontakt 
gebracht, wobei bevorzugter Weise entweder das erste Oligonukleotid oder das zweite 
Oligonukleotid an einer Oberflache immobilisiert vorliegen. Es ist jedoch auch im Rahmen des 
erfindungsgemaCen Verfahrens, dass beide glattendigen Oligonukleotide in Losung vorliegen. 
Die beiden glattendigen Oligonukleotide, welche gegenuber den jeweiligen 
Ausgangsoligonukleotiden jeweils um die Lange des Linkeruberhangs an ihrem 5 '-Ende 
verlangert sind, werden unter Verwendung einer Ligaseaktivitat ligiert. Die nicht umgesetzten 
Molekiile sowie die verwendeten Enzyme konnen nach den den Fachleuten auf dem Gebiet 
bekannten Verfahren leicht entfernt werden, so beispielsweise fur den Fall, dass die gesamte 
Reaktion in Losung erfolgt ist, durch Gelelektrophorese, fur den Fall, dass eines der 
Oligonukleotide an einer Oberflache immobilisiert vorliegt und somit auch das Ligationsprodukt, 
durch Waschen unter Verwendung geeigneter Waschlosungen. 

In einem weiteren Schritt wird unter Verwendung eines der beiden Restriktionsenzyme vom Typ 
IIS ein Oligonukleotid vom Ligationsprodukt zwischen den beiden glattendigen, aufgefullten 
Ausgangsoligonukleotiden abgetrennt. Dieses unterscheidet sich gegenUber dem urspriinglich 
eingesetzten Oligonukleotid dadurch, dass dieses die variablen Nukleotide (Teil B) des zuvor 
ligierten Linkers enthalt, ebenso wie die variablen Nukleotide des zweiten Linkers welcher mit 
dem zweiten Oligonukleotid verbunden wurde. 
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Bei der Ausfiihrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens, bei dem wenigstens eines der 
Oligonukleotide an eine feste Phase immobilisiert ist, schliefit sich vor dem Schneideschritt 
durch das Restriktionsenzym vom Typ IIS noch der Schritt an, das aus dem glattendigen und 
aufgefulltem ersten Oligonukleotid und dem glattendigen und aufgefiillten zweiten 
Oligonukleotid entstandene Ligationsprodukt von der Oberflache durch Spaltung der durch die 
in dem Oligonukleotid vorhandenen Modifikation ausgebildeten Verbindung zwischen dem 
Ligationsprodukt und der festen Oberflache abgetrennt wird. 

s 

Der erfindungsgemafie Kit umfasst wenigstens t t} der erfindungsgemafien einzelstrangigen 
Nukleinsauremolekiile, d. h. Linker. Bevorzugter Weise umfasst ein derartiger Kit eine der 
erfindungsgemafien Nukleinsaurebibliotheken, oder einen Teil davon. In einer Ausfiihrungsform 
umfasst der Kit dartiber hinaus noch geeignete Puffer, Enzymaktivitaten wie Ligasen, 
Topoisomerasen, 3 '-5 '-Exonukleasen, Phosphatasen, Typ IIS-Restriktionsendonukleasen, oder 
geeignete Oberflachen. Bevorzugter Weise umfasst der Kit zwei verschiedene 
Restriktionsenzyme vom Typ IIS, die bevorzugter Weise Uberhange von der gleichen Lange 
erzeugen. Dabei kann vorgesehen sein, dass die Oberflachen bereits eines oder mehrere der 
standardisierten Oligonukleotide aufweisen. 

Ein derartiger Kit dient typischer Weise zur Herstellung einer Nukleinsaure 

Der Begriff Nukleinsaure umfasst hierin bevorzugter Weise Desoxyribonukleinsaure. 

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand der folgenden Figuren und Beispiele weiter 
erlautert, aus denen sich weitere Merkmale, Ausfuhrungsformen und Vorteile der Erfindung 
ergeben. Dabei zeigt bzw. zeigen 

Fig. 1 den Ablauf des erfindungsgemafien Verfahrens; 

Figs. 2 und 3 die Erzeugung einer Bibliothek von Splinker-Molekulen mit einem 

Uberhang von drei Nukleotiden; 
Figs. 4 und 5 ein Verfahren zum Aufbau einer Bibliothek, welche den Ubergang 

von Splinker- bzw. Anchor-Molekiilen mit einem drei Nukleotide 

langen Uberhang zu solchen mit einem vier Nukleotide langen 

Uberhang erlauben; 
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Figs. 6 bis 8 eine Ausftihrungsform des Sloning-Verfahrens unter Verwendung 

von Anchor- und Splinker-Molekulen mit einem drei Nukleotide 
langen Uberhang; 

Figs. 9 bis 14 die wesentlichen Schritte des erfindungsgemafien Verfahrens zur 

simultanen Herstellung verschiedener Genvarianten unter 

Anwendung des Sloning-Verfahrens; 
Figs. 15 bis 17 die verschiedenen Schritte bei der Entfernung von nicht 

gespaltenen Fehlsequenzen; 
Figs. 18 bis 20 die verschiedenen Schritte bei der Gensynthese in Losung, bei der 

es sich urn eine weitere Ausfiihrungsform des Sloning-Verfahrens 

handelt; 

Figs. 21 und 22 die wesentlichen Schritte bei der Synthese von DNA-Fragmenten 

mit intemer Methylierung gemaB der vorliegenden Erfindung; und 

Fig. 23 das Verfahren der (Zwischen)- Produktamplifikation, wie es im 

Rahmen von verschiedenen Schritten des Sloning-Verfahrens 
durchgefuhrt werden kann. 



Fig. 1 zeigt den Ablauf des erfindungsgemafien Verfahrens, bei dem zur Verringerung der Grofle 
der Bibliothek aus Anchor- und Splinker-Molekulen ein einzelstrangiges Linker-Molekul 
verwendet wird. Dabei wird in einem ersten Schritt ein Oligonukleotid 1 bereitgestellt, das auch 
als generischer Splinker oder Master Splinker bezeichnet wird und einen einzelstrangigen 
Bereich umfassend ftinf Nukleotide sowie einen doppelstrangigen Bereich umfassend sieben 
Nukleotide sowie eine Schleife bestehend aus vier Nukleotiden umfasst. Die Schleife tragt eine 
Modifikation X, welche geeignet ist, Oligonukleotid 1 an eine feste Oberflache zu binden. 
Bevorzugter Weise handelt es sich dabei um eine reversible Bindung. Das Oligonukleotid 1 
weist ein uberstehendes 3'-OH-Ende auf. Das 5'-Ende wird chemisch oder enzymatisch 
phosphoryliert. 

In einem zweiten Schritt wird Oligonukleotid 2 bereitgestellt, welches hierin auch als 
generischer Anchor oder Master anchor bezeichnet wird. Auch Oligonukleotid 2 besteht aus 
einem einzelstrangigen Bereich umfassend ftinf Nukleotide, einem doppelstrangigen Bereich 
umfassend sechs Nukleotide sowie einer Schleife umfassend vier Nukleotide. Die Schleife tragt 
eine Biotinylierung, die eine Bindung des Oligonukleotides 2 an eine Oberflache erlaubt. 



4 
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Ahnlich wie Oligonukleotid 1 steht das 3'-OH-Ende um funf Nukleotide uber und das 5'-Ende 
ist chemisch oder enzymatisch phosphoryliert. Das uberstehende 3'-OH-Ende von 
Oligonukleotid 1 stellt dabei die Erkennungssequenz von Restriktionsenzym X dar. 

Sowohl Oligonukleotid 1 als auch Oligonukleotid 2 werden unabhangig voneinander an einen 
festen Trager, im Fall von biotinylierten Oligonukleotiden an Streptavidin-beschichtete Beads 
oder Mikrotiterplatten nach den Herstellerangaben gebunden. Zu den immobilisierten 
Oligonukleotiden 1 und 2 wird sodann jeweils ein Linker hinzugegeben. Im vorliegenden Falle 
umfasst Teil A des Linkers die Sequenz CGAGA und entspricht damit dem Komplementarstrang 
der letzten 4 Nukleotide der Typ lis Restriktionsenzyme Eco31I und Esp3I und hybridisiert mit 
dem entsprechenden Einzelstrang des Oligonukleotids 1. AnschlieBend erfolgt eine Ligation 
unter Verwendung einer Ligase-Aktivitat und es kommt zur Ausbildung der vollstandigen 
Erkennungssequenz von Restriktionsenzym Eco31L Gleiches erfolgt an dem ebenfalls an einer 
Oberflache immobilisierten Oligonukleotid 2. Nach Ligation des Linkers an Oligonukleotid 1 
bzw. Oligonukleotid 2 steht Teil B des Linkers in beiden Fallen uber und definiert den Bereich 
bzw. die Nukleinsauresequenz, der bzw. die im Rahmen der Synthese aufgebaut werden soil. 
Dieses uberstehende Ende wird nach Kinasebehandlung und Klenow-Polymerasebehandlung 
mittels entsprechender Nukleosidtriphosphate spezifisch aufgefullt, so dass am Ende ein 
aufgefulltes Oligonukleotid (1) bzw. Oligonukleotid (2) an der Oberflache immobilisiert ist. In 
Abhangigkeit von der zu synthetisierenden Nukleinsaure werden dabei jene Linker gewahlt, 
deren Teil B die gewiinschte Sequenz aufweist. In dem in Fig. 1 dargestellten Verfahren wurde 
durch geeignete Wahl des Restriktionsenzympaares gewahrleistet, dass sowohl ftir das 
Verlangern bzw. Auffullen von Oligonukleotid 1 als auch von Oligonukleotid 2 die gleiche 
Linker-Bibliothek verwendet werden kann. Dies wurde dadurch mtiglich, dass die Sequenz des 
Oligonukleotides 1 bzw. Oligonukleotides 2 am Ubergang zwischen dem Oligonukleotid und 
dem Linker so ausgestaltet wurde, dass nach Ligation die fur die beiden Restriktionsenzyme 
unterschiedlichen Erkennungssequenzen ausgebildet wurden. 

Als nachster Schritt kann die Entfernung von Oligonukleotid 1 und/oder Oligonukleotid 2 von 
der Oberflache erfolgen. AnschlieBend kommt es zur Ligation der beiden aufgefiillten 
Oligonukleotide 1 und 2. In einem weiteren Reaktionsschritt wird sodann das Ligationsprodukt 
mit einem der beiden Restriktionsenzyme vom Typ IIS, im vorliegenden Fall mit Esp3I, 
gespalten. Auf diese Weise konnen komplette Splinkeroligonukleotide mit samtlichen 65536 
moglichen Oktamerendsequenzen erzeugt werden. 
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Die Figuren 2 und 3 zeigen die Erzeugung einer Bibliothek von Splinker-Molekulen mit einem 
Oberhang von drei Nukleotiden. Wie hierin offenbart und aus den vorstehend genannten 
Aspekten offensichtlich, werden beispielsweise bei der Erzeugung von Genvarianten und 
insbesondere von Genvarianten, die codierende Nukleinsauren betreffen, bevorzugter Weise 
Anchor- und Splinker-Molekiile verwendet mit einem Uberhang von drei Nukleotiden. Insoweit 
ist es ein Aspekt der Erftndung, ein Verfahren bereitzustellen zur Erzeugung einer Bibliothek 
von Splinker-Molekulen bzw. Anchor-Molektilen mit einem Uberhang von drei Nukleotiden. 
Beispielhaft fiir die Erzeugung von derartigen Molekulen ist in den Figuren 2 und 3 die 
Erzeugung einer Bibliothek mit Splinker-Molekulen mit einem Uberhang von drei Nukleotiden 
dargestellt. Im Zusammenhang mit der Beschreibung der Figuren 2 und 3 bezeichnet dabei der 
Begriff des Anchors oder Anchor-Molekiils ein Oligonukleotid gemaB aa) bzw. ba) des Sloning- 
Verfahres bzw. der Begriff des Splinkers oder Splinker-Molekiils ein Oligonukleotid gemaB ab) 
bzw. bb) des Sloning-Verfahrens. 

Der Aufbau der Bibliothek beginnt dabei ausgehend von einem Anchor-Molekiil, welches eine 
Modifizierung tragt, welche eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, sowie eines Splinker- 
Molekiils, welches ebenfalls eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix 
erlaubt, wobei diese Splinker-Modifizierung bevorzugter Weise spaltbar ist. Zu einem Anchor- 
Molekiil, genauer dem generischen Anchormolekul (ist fur alle zu synthetisierenden Splinker 
bzw. Anchor Oligonukleotide gleich) wird ein einzelstrangiges Nukleinsauremolekiil, hierin 
auch als Linker bezeichnet, hinzugegeben, welches im vorliegenden Falle aus einem Nonamer 
besteht, umfassend einen Teil B und einen Teil A. Der Teil A ist dabei komplementar zu dem 5'- 
Uberhang des Anchor-Molekiils. Der Teil B umfasst drei Nukleotide, die eine beliebige Sequenz 
umfassen. In gleicher Weise wird einem bevorzugter Weisegenerischen Splinker-Molekiil ein 
einzelstrangiges Nukleinsauremolekiil vorgegangen, d.h. es wird ein Linker, zugegeben, der 
ebenfalls aus einem Teil A und Teil B besteht, wobei die Teile A und B prinzipiell genauso 
ausgebildet sind wie im Falle des zu dem Anchor-Molekiil hinzugegebenen Linkers. Mit Blick 
darauf, dass an jeder der drei, in Fig. 16 (A) mit N bezeichneten Positionen eines der vier 
Nukleotide stehen kann, kann mittels 64 verschiedener einzelstrangiger Linker der gesamte 
Sequenzraum, d.h. alle moglichen Molekiile, die sich in diesen drei Nukleotidpositionen 
unterscheiden konnen, abgebildet werden. Bevorzugter Weise ist die Lange des Teils A des 
Linkers sechs Nukleotide, wobei jedoch auch Linker mit groGeren und kleineren Langen von 
Teil A im Schutzumfang enthalten sind. 
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Durch Hybridisieren des Anchor-Molekuls bzw. des Splinker-Molekuls mit jeweils einem der 
insgesamt 64 Linkem, konnen sodann insgesamt 64 verschiedene Anchor-Molekiile bzw. 
Splinker-Molekiile erzeugt werden, die sich jeweils im Teil B unterscheiden. Teil A des Linkers 
ist dabei typischer Weise komplementar zur Erkennungssequenz, oder eines Teils davon, 
Anchor- bzw. des Splinker-spezifischen Restriktionsenzyms oder der dazu komplementaren 
Sequenz. Die uberhangenden Enden der mit dem Linker aufgefiillten Anchor bzw. Splinker- 
Molekulen wird sodann durch eine Polymerase, beispielsweise durch Klenow Polymerase 
aufgefullt und somit Anchor-Molekiile und Splinker-Molekiile mit glatten Enden erzeugt. 

Bevorzugter Weise ist das Anchor-Molekiil ebenso wie das Splinker-Molekiil an eine Oberflache 
oder eine feste Matrix gekoppelt. Die Modifikation des Splinker-Molekiils kann bevorzugter 
Weise unter milden Bedingungen gespalten werden, so dass der aufgefullte Splinker von der 
Oberflache gelost und einem Ligationsansatz mit einem geeigneten glattendigen Anchor- 
Molekiil hinzugefiigt werden kann. 

In einem nachsten Schritt wird sodann das Ligationsprodukt aus Schritt (C) mit einer Anchor- 
spezifischen Restriktionsendonuklease vom Typ IIS gespalten, wodurch Splinker-Molekiile mit 
einem drei Nukleotid langen Uberhang entstehen. In gleicher Weise kann prinzipiell die 
Spaltung mittels Splinker-spezifischer Restriktionsnukleasen erfolgen. Durch diesen Prozess 
kann ausgehend von insgesamt 64 verschiedenen einzelstrangigen Linkern, die sich in drei 
aufeinanderfolgenden Nukleotiden unterscheiden, insgesamt 4.096 verschiedene doppelstrangige 
Splinker-Molekiile erzeugt werden, die sodann als Ausgangsbibliothek fur ein Sloning- 
Verfahren in der beschriebenen Verfahrensweise venvendet werden konnen. 

Beim erfindungsgemaflen Aufbau von Genfragmenten aus Anchor- und Splinkermolekulen mit 
einem Uberhang von drei Nukleotiden ist es erforderlich, Anchor-Molekiile bzw. Splinker- 
Molekiile bereitzustellen, die zwar einen drei Nukleotid lagen Uberhang aufweisen, jedoch die 
Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS tragen, das Uberhange mit einer 
Lange von ein, zwei, vier, ftinf oder mehr Nukleotiden erzeugt. Dies ist notwendig, weil fur die 
Durchfuhrung des Sloning-Verfahrens immer mindestens zwei Restriktionsenzyme vom Typ IIS 
mit unterscheidbaren Erkennungssequenzen venvendet werden miissen, die dariiber hinaus 
Uberhange der gleichen Lange erzeugen. Zum gegenwartigen Zeitpunkt sind jedoch an 
Restriktionsenzymen vom Typ IIS, welche einen drei Nukleotid langen Uberhang erzeugen, nur 
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Isoschizomere bekannt, die die gleichen Sequenzen erkennen. . Eines dieser Restriktionsenzyme 
ist Sapl. Vor dem Ubergang in die Transpositionsphase (d.h. der Verkniipfung der parallel 
synthetisierten Teilfragmente, die ja jeweils paarweise mit verschiedenen Restriktionsenzymen 
geschnitten werden mussen) ist es bei Verwendung einer Bibliothek von Splinkern mit einem 3 
Nukleotide langen Uberhang also zunachst notwendig, Fragmente mit einem gleich langen 
Uberhang (z.B. bestehend aus 4 Nukleotiden) zu schaffen. 

Die Figs. 4 und 5 zeigen ein Verfahren zum Aufbau einer Bibliothek, welche den Ubergang von 
Splinker- bzw. Anchor-Molekiilen mit einem drei Nukleotide langen Uberhang zu solchen mit 
einem vier Nukleotide langen Uberhang erlauben. Dabei wird grundsatzlich ahnlich 
vorgegangen, wie bei dem vorstehend beschriebenen Verfahren zum Aufbau einer Bibliothek 
aus Splinker- bzw. Anchor-Molekiilen mit einem drei Nukleotid langen Uberhang. Der 
wesentliche Unterschied besteht in der Ausgestaltung des Linker-Molekiils, welches, wie in (A) 
dargestellt, im vorliegenden Fall eine L&nge von zwei Nukleotiden aufweist. Insoweit reichen 32 
einzelstrangige Linker-Molekule aus, 16 Anchor-spezifische sowie 16 Splinker-spezifische, urn 
eine vollstandige Bibliothek, d.h. eine Bibliothek, die alle mogliche Sequenzen beinhaltet, bei 
denen sich die beiden letzten 5'-terminalen Positionen unterscheiden, aufzubauen. In Schritt (D) 
wird sodann mit der Anchor-spezifischen Restriktionsendonuklease geschnitten, im vorliegenden 
Falle Sapl, was einen drei Nukleotid langen Uberhang erzeugt. Mit diesem Verfahren konnen 
sodann die insgesamt 256 verschiedenen doppelstrangigen Molekule erzeugt werden, die bei 
ihrer Verwendung den Ubergang von Splinker- und Anchor-Molekiilen mit einem drei 
Nukleotide langen Uberhang zu solchen mit einem vier Nukleotide langen Uberhang erlauben 

4 

und daher auch als Splinker-Adaptoren bezeichnet werden. 

Auf der Grundlage der beiden vorstehend beschriebenen Bibliotheken und den Verfahren zu 
deren Herstellung kann sodann ein Aufbau von Genfragmenten aus Anchor- und Splinker- 
Molekiilen mit einem drei Nukleotide langen Uberhang erfolgen. Das entsprechende Verfahren 
ist in den Figuren 6 bis 8 dargestellt. Im Zusammenhang mit der Beschreibung der Figuren 
bezeichnet der Begriff des Anchors oder Anchor-Molekuls ein Oligonukleotid gemaB aa) bzw. 
ba) des Sloning-Verfahres bzw. der Begriff des Splinkers oder Splinker-Molekiils ein 
Oligonukleotid gemafl ab) bzw. bb) des Sloning-Verfahrens. 

Geht man von der in (A) dargestellten zu synthetisierenden Sequenz aus (hierin auch als 
Zielsequenz bezeichnet), kann diese im vorliegenden Fall in die Teile A und B gegliedert 
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werden. Der Teil A besteht ebenso wie der Teil B aus 9 Nukleotiden, die jeweils in drei Gruppen 
zu je drei Nukleotiden eingeteilt sind. Entsprechend kann ausgehend von einem an eine feste 
Matrix gekoppelten Anchor durch Ligation eines ersten Splinker-Molekuls die erste 
Dreiergruppe der Nukleotide auf das Anchor-Molekul ubertragen werden. Durch Spaltung des 
Ligationsproduktes in Schritt (B) mittels des drei Nukleotide lange Uberhange erzeugenden 
Restriktionsenzyms vom Typ lis (Sapl) wird ein weiterer drei Nukleotide langer Uberhang 
erzeugt, an den im Schritt (C) ein zweites Splinker-Molekul ligiert wird, welches anschliefiend 
durch Spaltung mit dem Splinker-spezifischen Restriktionsenzym abgetrennt wird. In gleicher 
Weise wird mit einem dritten Splinker-Molekul verfahren, wobei sodann das Ligationsprodukt 
gemafi (D) erhalten wird. In Schritt (E) wird nach Spaltung des Ligationsproduktes aus (D) nun 
ein Splinker- Adapter verwendet, der den Ubergang von einem Uberhang aus drei Nukleotiden zu 
einem Uberhang aus vier Nukleotiden erlaubt. Wird nach Ligation dieses hierin auch als 
Adapter-Splinkers oder 3->4- Adapter-Linker bezeichneten Splinker-Molekuls mit dem 
Splinker-spezifischen Restriktionsenzyms gespalten, im vorliegenden Falle mit Eco31I, wird nun 
nicht mehr ein drei Nukleotide langer Uberhang erzeugt, sondern ein vier Nukleotide langer 
Uberhang und damit die Voraussetzungen fur eine Transposition im Rahmen des Sloning- 
Verfahrens geschaffen, bei der zwei aufeinander abgestimmte Restriktionsenzyme vom Typ IIS 
verwendet werden. 

In den Schritten (B) bis (E) von Fig. 7 wird prinzipiell genauso vorgegangen, wie bei den 
Schritten (B) bis (E) von Fig. 6, wobei hier jedoch der in Schritt (B) verwendete Splinker einen 3 
Nukleotid langen Uberhang aufweist, der dem ersten Triplett von Teil (B) der Zielsequenz 
entspricht. Nachdem das dritte Triplett von Teil B durch einen entsprechendes Splinker-Molekul 
an das verlangerte Anchor-Molekul ligiert wurde, wird nochmals mit Sapl geschnitten und 
sodann ein wei teres Splinker-Molekul verwendet, welches das erste Triplett von Teil C der 
Zielsequenz umfasst. Um auch hier die Voraussetzung ftir eine Transposition zu schaffen, wird 
sodann mit dem Anchor-spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS, im vorliegenden Falle mit 
Esp3I, geschnitten und somit ein vier Nukleotide langer Uberhang erzeugt. Die Zielsequenz aus 
Teil A und Teil B, wie in (A) von Fig. 8 dargestellt, wird nun dadurch erzeugt, dass das 
Spaltprodukt, d. h. das Anchor-Molekul mit einem vier Nukleotide langen Uberhang aus Figur 6 
(F) mit dem einen vier Nukleotide langen Uberhang aufweisenden Splinker-Molekul aus Schritt 
(F) von Fig. 7 ligiert wird. 
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Die Figs. 9 bis Fig. 14 zeigen die wesentlichen Schritte des erfindungsgemaBen Verfahrens zur 
simultanen Herstellung verschiedener Genvarianten unter Anwendung des Sloning- Verfahrens. 
Im Zusammenhang mit dieser weiteren Ausfuhrungsform des Sloning- Verfahrens ist 
anzumerken, dass hierbei der wesentliche Punkt darin zu sehen ist, dass ein korrekt verlangertes 
Anchor-Molekul oder ein korrekt verlangertes Splinker-Molekul auf mehrere Reaktionsansatze, 
bevorzugter Weise in verschiedenen ReaktionsgefaCen, aufgeteilt wird. Diese Aufteilung ist 
insbesondere dann nicht unproblematisch, wenn die Modifizierung der Anchor- bzw. Splinker- 
Molekiile eine Kopplung an eine feste Matrix erlauben, die eine Freisetzung der besagten 
Molekiile von derselben nicht erlauben, wie das beispielsweise bei der Verwendung nicht- 
spaltbarer Modifizierungen oder Modifizierungen, die zu einer sehr stabilen Wechselwirkung 
zwischen Nukleinsaure bzw. Modifikation und fester Matrix fiihrt, der Fall ist. 

Wie in den Fig. 9 bis Fig. 14 dargestellt, ist diese Ausfuhrungsform des Sloning- Verfahrens im 
Wesentlichen durch die spezifische Ausgestaltung der Schritte aa) bis ag) bzw. ba) bis bg) 
gekennzeichnet. Im Zusammenhang mit der Beschreibung der Figuren 9 bis 14 bezeichnet der 
Begriff „Anchor" oder ^Anchor-Molekul" ein Oligonukleotid gemaB aa) bzw. ba) des Sloning- 
Verfahres und der Begriff „Splinker" oder „Splinker-Molekul" ein Oligonukleotid gemaB ab) 
bzw. bb) des Sloning- Verfahrens. 

Sofern freie Bindungsstellen der festen Matrix blockiert wurden, kann an Stelle eines normalen 
(nicht modifizierten) Splinker Oligonukleotids ein spezielles Splinker-Molekul an das 
verlangerte Anchor-Molekul ligiert werden. Dieses spezielle Splinker-Molekul enthalt eine 
Modifikation, welche eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt. (A). In einem nachsten Schritt 
(B) erfolgt die Spaltung des so entstandenen Ligationsproduktes mit dem Anchor-spezifischen 
Restriktionsenzym vom Typ IIS. In Folge dieser Spaltung wird ein verlangertes Splinker- 
Molekul freigesetzt, welches eine Modifizierung tragt und in der Losung des Reaktionsansatzes 
enthalten ist. Dieser Reaktionsansatz, genauer gesagt der fliissige Uberstand davon, wird sodann 
in dem Umfang aliquotiert, wie dies erwiinscht ist, insbesondere in dem Umfang, wie 
verschiedene Genvarianten erzeugt werden sollen. Sollen beispielsweise drei Genvarianten 
erzeugt werden, wie in den Figuren 9 bis 14 hierin beispielhaft veranschaulicht, erfolgt eine 
Aufteilung des fliissigen Uberstandes in insgesamt drei Aliquots. 

Ein jedes Aliquot, das ein abgetrenntes, verlangertes Splinker-Molekul mit einer Modifizierung 
enthalt, wird in ein eigenes ReaktionsgefaB iiberfuhrt, wobei in Folge der Modifizierung das 
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verlangerte Splinker-Molekul an die feste Matrix gebunden wird (C). Die in Fig. 10 (C) m it 
Reaktion 1, Reaktion 2 und Reaktion 3 bezeichneten Abbildungen stellen die insgesamt drei 
hierin beispielhaft beschriebenen Reaktionsansatze dar. 

Zu einem jeden Reaktionsansatz wird sodann ein Anchor-Molekiil hinzugegeben, welches in 
Folge der Komplementaritat der uberhangenden Enden mit dem an die feste Matrix gekoppelten 
Splinker-Molekul hybridisiert und anschlieflend unter Verwendung geeigneter Ligasen ligiert 
wird. Nachdem die Anchor-Molekule selbst wiederum eine Modifizierung tragen, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlauben, ist es erforderlich, dass vor Zugabe der Anchor- 
Molekule die Bindungsstellen fur diese Matrix blockiert werden, so dass eine Kopplung der 
hinzugegebenen Anchor-Molekule an die feste Matrix unterbleibt. Dieser Blockierungsschritt ist 
dann nicht erforderlich, wenn die Modifizierung der Anchor-Molekule eine Kopplung an die 
feste Matrix in dem Reaktionsansatz, in dem das an eine feste Oberfache gekoppelte Splinker- 
Molekul enthalten ist, nicht erlaubt. 

In einem nachsten Schritt wird sodann das Ligationsprodukt mit einer Splinker-spezifischen 
Restriktionsnuklease vom Typ IIS gespalten (E). Nachdem in Schritt (D) in Fig. 10 der Anchor 
zwar eine Modifizierung tragt, jedoch nicht an die feste Matrix koppeln kann, wird nach 
Spaltung des Ligationsproduktes der verlangerte Anchor im flussigen Uberstand des 
Reaktionsansatzes sein, wohingegen das Splinker-Molekul in Folge der Kopplung iiber die 
Modifizierung an die feste Matrix gebunden bleibt. Ein jeder der Uberstande wird sodann in ein 
weiteres ReaktionsgefaB uberfuhrt, wobei der darin enthaltene verlangerte Anchor in Folge 
seiner Modifizierung an die Oberflache gekoppelt wird (E). 

Zu dem solchermaBen immobilisierten Anchor-Molekulen werden zu einem jeden der 
entsprechenden Reaktionsansatze unterschiedliche Splinker-Molekule hinzugegeben, wobei die 
Splinker-Molekule sich in einem variablen Bereich unterscheiden, der sich dem 5'- 
iiberhangenden Ende anschlieBt. Bevorzugter Weise weist der sich anschlieCende variable 
Bereich eine Lange von 1 bis 9 Nukleotide auf, wobei 3 Nukleotide bevorzugt sind, da damit ein 
Codon flir eine codierende Sequenz spezifisch bereitgestellt werden kann. In dem in Fig. 11 (F) 
dargestellten drei Reaktionsansatzen unterscheiden sich die Splinker an den Positionen 4 bis 6 
(AGA, CCG bzw. GTT). Wird nun in einem nachsten Reaktionsansatz das solchermaBen 
erhaltene Ligationsprodukt aus Schritt (F) mit einer Splinker-spezifischen 
Restriktionsendonuklease gespalten, entstehen in den Reaktionsansatzen unterschiedlich 
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verlangerte Anchor-Molekule. Im Reaktionsansatz 1 umfasst die Variante sodann TTT, im 
Reaktionsansatz 2 GGC und im Reaktionsansatz 3 CAA (G). In einem nachsten Schritt werden 
sodann unterschiedliche Linker-Molekule, deren Uberhang komplementar zum Uberhang der 
immobilisierten Anchor-Molekule ist, hinzugesetzt. In Folge der Variability des Uberhangs des 
einzelnen Anchor-Molekuls im Reaktionsansatz sind somit einem jeden Reaktionsansatz solche 
Splinker-Molekiile hinzuzugeben, die eine entsprechend komplementare Sequenz aufweisen, so 
dass ein jeder Reaktionsansatz einen anderen Linker erfordert (Fig. 7 (H)). Bevorzugter Weise 
unterscheiden sich die verschiedenen Splinker-Molekiile nur in diesem Bereich. Anschliefiend 
erfolgt eine weitere Spaltung des in Schritt (H) erhaltenen Ligationsproduktes mittels einer 
Splinker-spezifischen Restriktionsnukleoase (J). In einem nachsten Schritt erfolgt sodann eine 
Ligation eines weiteren Splinker-Molekuls, das komplementar ist zu dem jeweiligen Uberhang 
des verlangerten Anchor-Molekuls in einem jeden der drei Reaktionsansatze. Hier kann jeweils 
der gleiche Linker verwendet werden, da die in Schritt (J) erzeugten Uberhange des verlangerten 
Anchor-Molekuls eine identische Sequenz aufweisen. Bei dem in Schritt (J) hinzugefugten 
Splinker-Molekul kann es sich dabei urn ein solches handeln, welches den Ubergang von einem, 
wie in den Figuren 4 und 5 dargestellten, drei Nukleotide langen Uberhang zu einem vier 
Nukleotide langen Uberhang ermoglicht. Dieser Ubergang unter Verwendung des 
Oligonukleotids, welches einen drei Nukleotide langen Uberhang aufweist, dessen 
Erkennungsstellen fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS bei Schneiden des Oligonukleotides 
mit demselben zu einem vier Nukleotide langen Uberhang fiihrt, wird hierin auch als Splinker- 
Adapter bezeichnet. In der hierin speziell beschriebenen Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass 
dieser Splinker-Adapter eine Modifikation aufweist, die eine Kopplung an die Oberflache einer 
festen Matrix erlaubt. In Abhangigkeit davon, ob das in Schritt (J) erhaltene Ligationsprodukt 
mit einem Splinker-spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS gespalten wird, werden die in 
Schritt (K) dargestellten verlangerten, an eine feste Matrix gekoppelten Anchor-Molekule in den 
verschiedenen Ansatzen erhalten werden, oder, bei Verwendung eines Anchor- spezifischen 
Restriktionsenzyms vom IIS die in (L) dargestellten verlangerten Splinker-Molekiile. Im ersteren 
Falle sind die Genvarianten auf der Anchor-Seite angeordnet, im zweiten Falle auf der Splinker- 
Seite. Die Ausgestaltung des Splinker-Molekuls mit einer Modifizierung liefert die 
Voraussetzung, dass das solchermaflen verlangerte Splinker-Molekul als Anchor-Molekul in 
einem Transpositionsschritt des Sloning-Verfahrens verwendet werden kann. 

Obgleich anhand der Figuren 9 bis 14 lediglich die einmalige Einfiihrung einer Genvariante 
beschrieben worden ist, ist es im Rahmen der vorliegenden Offenbarung, dass dieses mehrfach 
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vorgenommen werden kann. Urn nicht unnotig lange Splinker- bzw. Anchor-Molekule zu 
erhalten und somit den Vorteil der Parallelsynthese, d.h. Durchfuhrung von Transpositionen, 
aufzugeben, wird typischer Weise weniger als zehnmal, bevorzugter Weise weniger als flinfmal 
der Einbau einer Genvariante, wie vorstehend beschrieben, erfolgen. 

Die Figs. 15 bis 17 zeigen die verschiedenen Schritte bei der Entfernung von nicht gespaltenen 
Fehlsequenzen gemaB der vorliegenden Erfindung. Im Zusammenhang mit der Beschreibung der 
Figuren 1 bis 3 bezeichnet der Begriff des Anchors oder Anchor-Molekiils ein Oligonukleotid 
gemaB aa) bzw. ba) des Sloning-Verfahres und der Begriff des Splinkers oder Splinker-Molekuls 
ein Oligonukleotid gemaB ab) bzw. bb) des Sloning-Verfahrens. 

Wie bei den hierin insgesamt offenbarten weiteren Ausfiihrungsformen des als Sloning- 
Verfahren bezeichneten Verfahrens zur Herstellung von Nukleinsauremolekiilen durch 
Parallelsynthese, kann das Nukleinsauremolekul, welches durch die Schritte aa) bis ag) 
hergestellt wird, mit dem Oligonukleotid, welches gemaB der Schritte ba) bis bg) hergestellt 
wird, miteinander verkniipft werden. Diese Verknupfung wird hierin auch als Transposition 
bezeichnet. 

Bei der Durchfuhrung des Sloning-Verfahrens kann die Situation auftreten, dass im Rahmen der 
sequenziellen Addition von Splinker-Molekiilen aus der Bibliothek, die hierin auch als 
Aufbausynthese bezeichnet wird, fehlerhafte Zwischenprodukte dergestalt entstehen, dass 
(beispielsweise durch unvollstandiges Schneiden des fur des Splinker-Molekul spezifischen Typ 
IIS Restriktionsenzyms) in dem Reaktionsansatz sowohl korrekt verlangerte, als auch 
unvollstandig verlangerte Anchor-bzw. Splinker-Molekiile vorhanden sind. Das Vorhandensein 
derartiger unvollstandig verlMngerter Molekiile wiirde bei deren Verwendung als ein Element in 
der Transposition zu einer fehlerhaften Sequenz ftihren. Aus diesem Grunde besteht der Bedarf, 
das Sloning-Verfahren so auszubilden, dass sicher gestellt wird, dass nur korrekte Sequenzen, 
insbesondere auf der Ebene der Anchor-Molekiile, in der Transpositionphase, d. h. der parallelen 
Verknupfung der aufgebauten Genfragmente, verwendet werden. Im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung erfolgt dies dadurch, dass vor der letzten Ligation des Anchor-Molekuls mit einem 
Splinker, d.h. bevor das daraus erhaltene Ligationsprodukt transponiert wird, ein modifiziertes 
Splinker-Molekul verwendet wird, wobei die Modifikation darin besteht, dass der Splinker, 
grundsatzlich vergleichbar dem Anchor-Molekul, eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an 
eine feste Matrix erlaubt. Da es nicht moglich ist, Molekulen des Reaktionsansatzes, die im 
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vorherigen Schritt nicht mit dem Splinker-spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS 
gespalten wurden, ein derartiges modifiziertes Splinker-Molekul anzuligieren, sind nur die 
Ligationsprodukte des korrekt verlangerten Anchors mit dem jeweils letzten (modifizierten) 
Splinker-Molekiil mit einer Modifizierung versehen. Die unvollstandig verlangerten Anchor- 
Molekiile weisen als das Produkt aus einer vorherigen Ligation die darin verwendeten Splinker- 
Molekule auf, die keine derartige Modifizierung tragen (siehe Fig. 1(A)). 

In einem weiteren Schritt (B) erfolgt die Spaltung der in dem Reaktionsansatz vorhandenen 
verlangerten Anchor-Molekule mit dem Anchor-spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS. 
Die nicht an die feste Matrix gekoppelten Spaltprodukte sind zum einen korrekt verlangerte 
Splinker-Molekule, die eine Markierung tragen sowie inkomplett verlangerte Splinker-Molekule, 
die keine Markierung tragen. (B). Die solchermafien erhaltenen verlangerten Splinker-Molekule 
werden bevorzugter Weise in einen neuen Reaktionsansatz bzw. neues ReaktionsgefaG uberflihrt. 
Dieses GefaB weist eine Oberflache als feste Matrix auf, welche eine Kopplung mittels der an 
dem korrekt verlangerten Splinker-Molekul vorhandenen Modifizierung erlaubt. Dadurch kommt 
es zu einer Immobilisierung der korrekt verlangerten Splinker-Molekule, wohingegen die nicht 
korrekt verlangerten Splinker-Molekule, denen die eine Kopplung an die feste Matrix erlaubende 
Modifizierung fehlt, nicht an die feste Matrix binden. Durch einen oder mehrere Waschschritte 
werden die nicht korrekt verlangerten Splinker-Molekule aus dem Reaktionsansatz entfernt. An 
der Matrix gebunden verbleibt das korrekt verlangerte Splinker-Molekul, das bei Verwendung 
von spaltbaren Modifikationen von dieser festen Matrix wieder entfernt werden kann und sodann 
mit dem urspriinglich verwendeten Anchor-Molekiil ligiert werden kann (C) wobei die Sequenz 
des Anchormolekiils identisch ist mit der Sequenz des ursprunglich verwendeten 
Anchormolekiils. 

Alternativ und flir den Fall, dass die Modifikation keine Abspaltung des korrekt verlangerten 
Splinker-Molekuls erlaubt, kann zu dem Reaktionsansatz, der lediglich das immobilisierte, 
korrekt verlangerte Splinker-Molekul enthalt, ein Anchor-Molekiil hinzugegeben werden, 
welches zwar eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, jedoch in 
diesem Falle nicht an einer Oberflache gebunden wird. Die Bindung des eine Modifizierung 
tragenden Anchor-Molekuls an die Oberflache kann zum einen dadurch verhindert werden, dass 
der Anchor eine andere Modifizierung aufweist als die, die fttr die Kopplung des korrekt 
verlangerten Splinker-Molekuls an die Oberflache verwendet wird. In dem Fall identischer 
Modifizierungen konnen vor Zugabe des Anchor-Molekuls die freien Bindungsstellen der Matrix 
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durch Zugabe des die Modifizierung vermittelnden Molekiils abgesattigt oder blockiert werden. 
Dies kann bei Verwendung des Biotin-Streptavidin-Systems beispielsweise durch Zugabe von 
loslichem Biotin erfolgen. Dadurch bindet das Anchor-Molekuls an das an die feste Matrix 
gekoppelte, korrekt verlangerte Splinker-Molekiil in Folge Hybridisierung bzw. Basenpaarung 
der iiberstehenden Enden, der sich eine Ligation unter Verwendung geeigneter Ligasen 
anschlieBt (D). 

Das solchermaBen erhaltene Ligationsprodukt wird sodann mit einem Splinker-spezifischen 
Restriktionsenzym vom Typ IIS gespalten. Das dadurch erhaltene, im Uberstand des 
ReaktionsgefaBes enthaltene Spaltprodukt wird in ein neues Reaktionsgefafi iiberfuhrt, wobei 
hier das korrekt verlangerte Anchor-Molekul zuerst in Losung vorliegt, aber in Folge der eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubenden Modifizierung an die feste Matrix des neuen 
ReaktionsgefaBes immobilisiert (E). 

In einem nachsten Schritt wird dem korrekt verlangerten, an die feste Matrix gekoppelten 
Anchor-Molekul ein geeignetes Splinker-Molekul hinzugegeben. Auf Grund der jeweils 
komplementaren uberhangenden Enden des korrekt verlangerten Anchor-Molekuls und des 
Splinker-Molekuls konnen diese miteinander hybridisieren. Das solchermaBen erhaltene 
Anlagerungsprodukt kann sodann mittels einer Ligaseaktivitat ligiert werden (F). 

In einem letzten Schritt (H) wird das solchermaBen erhaltene Ligationsprodukt mit einem 
Anchor-spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS gespalten und ein korrekt verlangertes 
Splinker-Molekul in Losung erhalten, welche sodann Gegenstand einer Transposition sein 
kann/konnen. 

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mittels dieser spezifischen Verfahrungsflihrung 
gewahrleistet wird, dass storende, d. h. in ihrer Sequenz nicht korrekte Oligonukleotide, aus dem 
Reaktionsansatz entfemt werden konnen. Die Notwendigkeit der Entfernung nicht korrekt 
verlangerter Oligonukleotide ist maBgeblich fur eine besonders gute Ausbeute und Korrektheit 
des zu synthetisierenden Oligonukleotids, welches im Rahmen des Sloning-Verfahrens als 
Anchor- oder Splinker-MolekOl verwendet wird. 

Prinzipiell kann dieses Verfahren auch nach jedem Syntheseschritt angewandt werden. In diesem 
Fall findet die eigentliche Gensynthese dann in Losung statt. Inkorrekte Zwischenprodukte 
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werden hingegen durch die Bindung an eine geeignete Festphase aus dem Reaktionsansatz 
entfernt. Fig. 18 bis 20 zeigen die verschiedenen Schritte einer solchen Gensynthese in Losung, 
bei der es sich um eine weitere Ausfiihrungsform des Sloning-Verfahrens handelt. 

In Schritt (A) wird hierbei ein Anchor-Molekul, das in diesem Falle keine Modifizierung tragt, 
die eine Kopplung an eine feste Phase erlauben wttrde, mit einem Splinker-Molekiil ligiert. In 
diesem Fall tragt das Splinker-Molekui eine Modifizierung, die an eine Kopplung an eine feste 
Matrix erlaubt. Diese Reaktion erfolgt in Losung, d. h. weder das hinzugesetzte Splinker- 
Molekui, noch das Ligationsprodukt aus dem Anchor-Molekul und dem Splinker-Molekiil ist 
zunachst an eine Festphase gebunden (A). Auf diese Weise wird eine permanente Selektion auf 
korrekt verlangerte und geschnittene Zwischenprodukte erreicht. Ein weiterer Vorteil dieser 
Vorgehensweise liegt darin begriindet, dass sowohl Ligations- wie auch Restriktionsreaktionen 
in Losung in der Regel mit einer hoheren Effizienz ablaufen als an der Festphase. 

Nach erfolgter Inaktivierung der Ligase wird mittels der Splinker-spezifischen 
Restriktionsendonuklease vom Typ IIS gespalten. In der Folge liegen im Reaktionsansatz ein 
verlangertes Anchor-Molekul so wie das Splinker-Molekiil wiederum in Losung vor. Die 
solchermaBen erhaltenen Spaltprodukte werden sodann in ein neues ReaktionsgefaC tibergefiihrt, 
in dem in Folge des Vorhandenseins einer Modifizierung am Splinker-Molekui (im vorliegenden 
Falle ein Biotin) dieses an die feste Matrix bindet. Neben dem gespaltenen Splinker-Molekiil 

■ 

sind in dem Reaktionsansatz des weiteren nicht geschnittene Ligationsprodukte aus Schritt (A) 
sowie nicht ligierte Splinker-Molekiile enthalten. Alle drei Splinker-Molekiil-Derivate binden an 
die feste Phase, nicht jedoch das aus Schritt (B) erhaltene verlangerte Anchor-Molekul, das 
weiter in Losung vorliegt (C). Der Uberstand aus Schritt (C), d. h. das verlangerte Anchor- 
Molekiil wird sodann in ein neues ReaktionsgefaB uberfuhrt und dort mit einem weiteren 
Splinker-Molekui umgesetzt, welches an seinen Enden komplementar ist zu dem Ende des 
verlangerten Anchor-Molekiils (E). Das neue Splinker-Molekui weist wiederum eine 
Modifizierung auf, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt. 

Das solchermaBen erhaltene Ligationsprodukt wird nach Inaktivierung der Ligase mit der 
Splinker-spezifischen Restriktionsendonuklease vom Typ IIS gespalten und liefert damit ein 
weiter verlangertes Anchor-Molekul. 
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Diese Vorgehensweise kann grundsatzlich beliebig oft wiederholt werden. Der besondere Vorteil 
dieser Ausfuhrungsform des Sloning-Verfahrens besteht darin, dass eine Aufreinigung eines im 
Sloning-Verfahren verwendbaren Oligonukleotides gewahrleistet wird. Diese Vorgehensweise 
kann grundsatzlich auf eine jede Ebene des Sloning-Verfahrens angewandt werden. 

Die Figs. 21 und 22 zeigen die wesentlichen Schritte bei der Synthese von DNA-Fragmenten mit 
interner Methylierung gemaB der vorliegenden Erfindung, die Schritte Teil des Sloning- 
Verfahrens sein konnen. Insoweit wird hiermit eine weitere Ausfuhrungsform des Sloning- 
Verfahrens offenbart. 

Im Zusammenhang mit der Beschreibung der Figuren 21 und 22 bezeichnet der Begriff des 
Anchors oder Anchor-Molekuls ein Oligonukleotid gemaB aa) bzw. ba) des Sloning-Verfahres 
und der Begriff des Splinkers oder Splinker-Molekuls ein Oligonukleotid gemaB ab) bzw. bb) 
des Sloning-Verfahrens. 

Im Rahmen der Synthese von Nukleinsauremolekiilen wie beispielsweise Genfragmenten unter 
Verwendung des Sloning-Verfahrens wurde beobachtet, dass einige Sequenzen nicht 
synthetisiert werden konnen, was darin begriindet liegt, dass durch die Ligation eines Anchor- 
Molekuls sowie eines Splinker-Molekiils eine Erkennungsstelle fur ein Restriktionsenzym 
ausgebildet wird, das dem Restriktionsenzym des Splinker-Molekuls bzw. dem Anchor-Molekiil 
entspricht und in Folge dessen ein anderes Spaltungsereignis eintreten wurde, als fur die korrekte 
Verlangerung eines Anchor- bzw. Splinker-Molekuls erforderlich ware. 

ErfindungsgemaB wird diese Beschrankung der Verwendung des Sloning-Verfahrens dadurch 
umgangen, dass die durch die spezifische Kombination aus Anchor- und Splinkersequenz 
entstehenden zusatzlichen Erkennungsstellen fur entweder das Anchor- oder das Splinker- 
spezifische Restriktionsenzym vom Typ IIS methyliert sind und damit nicht geschnitten werden 
konnen. Die fur die Durchfiihrung des Sloning Verfahrens notwendigen Erkennungssequenzen in 
den konstanten Bereichen der Splinker bzw. Anchor sind hingegen nicht methyliert und konnen 
daher nach wie vor gespalten werden. 

Konkret wird dabei so vorgegangen, dass im Rahmen einer sequenziellen Ligation von teilweise 
methylierten Splinker-MolekUlen aus einer Bibliothek vorgesehen ist, dass die 5'- 
Uberhangsequenzen ((5'-> 3') GTC, CTC, TCT) und die folgenden 3'- Endsequenzen (AGA, 
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ACG, GAC) methyliert sind. In Schritt (A) weist das eine eine Kopplung an eine feste Matrix 
erlaubende Modifizierung tragende Anchor-Molekul in seinem Uberhang am Adenosin eine 
Methylierung auf. Das zu dem Anchor-Molekul komplementare Splinker-Molekul weist in 
seinem Uberhang ebenfalls eine Methylierung auf, im vorliegenden Falle am Cytosin. Dabei ist 

es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass auch eine Methylierung in anderen Teilen als 

►» 

den Uberhangen moglich ist, solange dadurch nicht eine der beiden notwendigen 
Erkennungsstellen fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS funktional inaktiviert wird. 

Nach Ligation der beiden Molekiile wird das in (A) dargestellte Ligationsprodukt erhalten, das 
nach Entfernen der Ligase mit der Splinker-spezifischen Restriktionsendonuklease vom Typ IIS 
gespalten wird. In Folge dieser Spaltung verlangert sich das Anchor-Molekul und weist nun in 
den beiden Strangen des Doppelstranges eine Methylierung auf. An das solchermaflen erhaltene, 
verlangerte Anchor-Molekul wird ein weiteres Splinker-Molekul ligiert, wobei das Splinker- 
Molekiil dazu fiihrt, dass in dem in Schritt (C) erhaltenen Ligationsprodukt neben der im 
Splinker-Molekulteil enthaltenen Splinker-spezifischen Restriktionsenzym-Erkennungsstelle 
eine weitere Erkennungsstelle fur das Splinker-spezifische Restriktionsenzym gebildet wird. Wie 
in (C) dargestellt wiirde damit neben der im konkreten Beispiel angegebenen Erkennungsstelle 
fur Eco31I im Splinker-Molekulteil im Ligationsbereich noch eine weitere Erkennungssequenz 
fur Eco3 1 1 entstehen, mit der Folge, dass bei Verwendung von Eco3 1 1, typischer Weise nach 
Entfernen der Ligase, drei Spaltprodukte entsttinden. In Folge der Methylierung der zweiten, 
durch die Ligation des Splinker-Molekiils und des Anchor-Molekuls entstandenen 
Erkennungsstelle fur Eco31I ist diese jedoch fur das Splinker-spezifische Restriktionsenzym 
nicht zuganglich. Infolgedessen schneidet Eco31I dieses Ligationsprodukt lediglich Splinker- 
proximal, nicht aber Splinker-distal. Demnach kann das Anchor-Molekul korrekt verlangert und 
fur die weitere Aufbausynthese im Rahmen des Sloning-Verfahrens eingesetzt werden. 

Fig. 23 zeigt ein Verfahren zur (Zwischen)- Produktamplifikation, wie es an beliebiger Stelle des 
Sloning-Verfahrens durchgefuhrt werden kann. Typischer Weise erfolgt die (Zwischen)- 
Produktamplifikation an Ligationsprodukten, die im Rahmen des Sloning-Verfahrens entstehen, 
so beispielsweise im Rahmen der sogenannten Aufbausynthese, (d.h. ein- oder mehrmaliges 
Durchlaufen der Schritte aa) bis ag) bzw. ba) bis bg)) oder auch im Rahmen der Transpositionen. 
Derartige (Zwischen)- Produktamplifikationsschritte empfehlen sich insbesondere dann, wenn 
die Konzentration eines (Zwischen)- Produktes so niedrig geworden ist, dass eine effiziente 
Durchfuhrung der folgenden Schritte gefahrdet ist. 
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Die (Zwischen)-Produktamplifikation erfolgt durch das als solches im Stand der Technik 
bekannte Verfahren der Polymerasekettenreaktion. Dabei wird so vorgegangen, dass Anchor- 
und Splinker-komplementare Oligonukleotidprimer an ein Ligationsprodukt, wie es im Rahmen 
des Sloning-Verfahrens anfallt, anelliert werden. Bevorzugter Weise sind die Primer dabei 
komplementar zu dem konstanten Teil des Anchor-Molekuls bzw. Splinker-Molekuls, oder eines 
Teils davon. Der Vorteil bei dieser Gestaltung der Primer ist der, dass damit ein Paar von 
Primern ausreicht, um unabhangig von der aufgebauten Nukleinsaure, d.h. der Zielsequenz oder 
einem Teil davon, die Amplifikation des Produktes bzw. eines Zwischenproduktes des Sloning- 
Verfahrens vornehmen zu konnen. Es ist jedoch auch m6glich und im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung, dass die Primer teilweise oder vollstandig an einen Bereich des Anchor- oder 
Splinker-Molekiils binden, der der aufgebauten Nukleinsaure entspricht. Unter komplementar 
soil dabei hierin verstanden werden, dass eine Nukleinsaure an eine andere Nukleinsaure 
vermittels Basenpaarung in Wechselwirkung tritt. Es wird seitens der Fachleute anerkannt 
werden, dass komplementar nicht notwendigerweise eine vollstandige Komplementaritat 
bedeutet. Vielmehr kann eine oder mehrere Fehlbasenpaarungen enthalten sein und auch ein oder 
mehrere Nukleotide keine Basenpaarung aufweisen. 

Bei der Auswahl der Primer ist zu beachten, dass diese bevorzugter Weise nicht selbst- 
komplementar sein sollten. In Folge dessen hybridisieren die bei diesem Verfahren verwendeten 
Primer bevorzugter Weise nur mit 3-4 Nukleotiden der Klammer (des konstanten doppel- 
strangigen Bereichs unmittelbar vor dem Loop), dem Loop-Bereich des Anchor- bzw. Splinker- 
Molekiils selbst sowie den folgenden Nukleotiden (maximal zum Ende des konstanten Teils des 
5'-Uberhanges des Anchor-Molekuls bzw. Splinker-Molekiils (A)). Nach Annelieren der 
Anchor- und Splinker-spezifischen Primer erfolgt eine Amplifikation der internen Genfragmente 
mit einer thermostabilen Polymerase, wobei diese Polymerase bevorzugter Weise eine 
Proofreading-Funktion aufweist. Typischer Weise werden die Primer in hohem Uberschuss dem 
Reaktionsansatz zugesetzt. Fur den Fall, dass eine Weitersynthese unter Verwendung des 
solchermaBen amplifizierten (Zwischen-) 

Produktes vorgesehen ist, werden bevorzugter Weise modifizierte Oligonukleotide als Primer 
eingesetzt, die eine Bindung der Oligonukleotide an eine feste Matrix erlauben. Das Ergebnis der 
(Zwischen)-Produktamplifikation weist keine Loop-Struktur mehr auf, die den Strang und 
Gegenstrang verbindet. Stattdessen liegt das amplifizierte Ligationsprodukt als 
Doppelstrangstruktur zweier Einzelstrange vor. Diese hierin auch als bipartite Struktur 
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bezeichneten MolekOle konnen aber im Rahmen des Sloning-Verfahrens ebenfalls als 
Ausgangsprodukt verwendet werden. 

Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die verschiedenen Aspekte beliebig 
miteinander kombiniert werden konnen und somit eine Vielzahl von Ausfuhrungsformen des 
Sloning-Verfahrens moglich sind. 

Die in der vorangehenden Beschreibung, den Anspriichen und den Zeichnungen offenbarten 
Merkmale der Erfindung konnen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kombination zur 
Verwirklichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausfuhrungsformen wesentlich sein. 
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Ansprtiche 

1. Einzelstrangiges Nukleinsauremolekul zur Verwendung in einem Verfahren zur Herstellung 
einer Nukleinsaure umfassend mindestens 

einen Teil A und einen Teil B 

wobei Teil A eine Sequenz umfasst, die der Sequenz der Erkennungssequenz 

eines Restriktionsenzyms vom Typ II S oder eines Teils davon oder einer 
dazu komplementaren Sequenz entspricht, und 

Teil B eine definierte Abfolge von Nukleotiden umfasst. 

2. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Restriktionsenzym 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Bpil, Esp3I, Eco31I, Bsal, BsmBI, Bbsl, BspMI, Aarl, 
Acelll, Acc36I, Sapl, BtsI, BsrDI, Bse3DI, BciVI, Bfull, Bfill und Bmrl umfasst. 

3. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Sequenz von 
Teil A ausgewahlt ist aus der Gruppe, die SEQ ID NO:l bis 13 umfasst. 

4. Nukleinsauremolekul nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass Teil B 
eine Lange von 1, 2, 3, 4, 5, 6 oder 7 Nukleotiden aufweist. 

5. Nukleinsauremolekulbibliothek umfassend eine Vielzahl von Nukleinsauremolekulen nach 
einem der Ansprtiche 1 bis 4. 

6. Nukleinsauremolekulbibliothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Bibliothek 256 in der Sequenz von Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die 
definierte Abfolge von Nukleotiden von Teil B eine Lange von vier Nukleotiden aufweist. 

7. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Bibliothek 1024 in 
der Sequenz von Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge 
von Nukleotiden von Teil B eine Lange von funf Nukleotiden aufweist. 
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8. Nukleinsauremolekiilbibliothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Bibliothek 4096 in der Sequenz von Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die 
definierte Abfolge von Nukleotiden von Teil B eine Lange von sechs Nukleotiden aufweist. 

9. Nukleinsauremolekiilbibliothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Bibliothek 16 in der Sequenz von Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die 
definierte Abfolge von Nukleotiden von Teil B eine Lange von zwei Nukleotiden aufweist. 

10. Nukleinsaurebibliothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Bibliothek 64 in 
der Sequenz von Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge 
von Nukleotiden von Teil B eine Lange von drei Nukleotiden aufweist. 

1 1 . Verwendung eines Nukleinsauremolekuls nach einem der Anspriiche 1 bis 5 und/oder einer 
Nukleinsauremolekiilbibliothek nach einem der Anspriiche 5 bis 10 in einem Verfahren zur 
Herstellung von Nukleinsauren, insbesondere einem Verfahren zur sequenziellen Ligation von 
Oligonukleotiden in parallelen Reaktionsansatzen auf Sequenz-unabhangige Weise. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Nukleinsauremolekuls, umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen eines ersten Oligonukleotids, optional mittels einer Modifikation am 
Oligonukleotid an eine Oberflache gekoppelt, wobei das Oligonukleotid eine 
Erkennungssequenz oder einen Teil davon oder eine hierzu komplementare 
Sequenz flir ein erstes Typ IIS-Restriktionsenzym, welches auflerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, und einen einzelstrangigen Uberhang umfasst, 

b) Hinzufiigen eines einzelstrangigen Nukleinsauremolekuls nach einem der 
Anspriiche 1 bis 5 zu dem Oligonukleotid, wobei bevorzugter Weise der Teil A 
des Nukleinsaurernolekiils im Wesentlichen komplementar zu dem 
einzelstrangigen Bereich des ersten Oligonukleotids ist; 

c) Ligation des Nukleinsaurernolekiils aus Schritt b) mit dem ersten Oligonukleotid 
unter Ausbildung eines iiberhangenden 5'Endes; 



d) 



Aufftillen des iiberhangenden 5'-Endes; 
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e) Bereitstellen eines zweiten Oligonukleotides, wobei das Oligonukleotid eine 
Erkennungssequenz oder einen Teil davon oder eine hierzu komplementare 
Sequenz fur ein zweites Typ IIS-Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 

* • 

Erkennungssequenz schneidet, und einen einzelstrangigen Uberhang umfasst, 
wobei die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms verschieden ist von der 
Erkennungssequenz des in Schritt a) genannten Restriktionsenzyms, und 

f) Hinzufugen eines einzelstrangigen Nukleinsauremolekuls nach einem der 
Anspriiche 1 bis 5 zu dem Oligonukleotid, wobei bevorzugter Weise der Teil A 
des Nukleinsauremolekuls im Wesentlichen komplementar zu dem 
einzelstrangigen Bereich des zweiten Oligonukleotids ist; 

g) Ligation des Nukleinsauremolekuls von Schritt f) mit dem zweiten Oligonukleotid 
unter Ausbildung eines uberhangenden 5'Endes; 

h) Auffullen des uberstehenden 5 '-Endes; 

i) Ligation der aus den Schritten a) bis d) und e) bis h) erhaltenen Oligonukleotide; 

j) Spaltung des in Schritt i) erhaltenen Ligationsproduktes mit dem ersten oder mit 
dem zweiten Typ II-Restriktionsenzym. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt b) und/oder 0 eine 
Hybridisierung zwischen dem einzelstrangigen Bereich des Oligonukleotids mit Teil A des 
einzelstrangigen Nukleinsauremolekuls erfolgt. 

14. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass erste Oligonukleotid an 
die Festphase gekoppelt ist und bevorzugter Weise das erste Oligonukleotid vor der Ligation 
gemafi Schritt i) von der Festphase abgespalten wird. 

15. Kit zur Herstellung einer Nukleinsaure umfassend eine Nukleinsaurebibliothek nach einem 
der Anspriiche 5 bis 10. 
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16. Kit nach Anspruch 15 weiter umfassend ein erstes Oligonukleotid umfassend eine 
Erkennungssequenz fur ein erstes Typ IIS-Restriktionsenzym. 

17. Kit nach einem der Anspriiche 15 bis 16, weiter umfassend ein zweites Oligonukleotid 
umfassend eine Erkennungssequenz oder einen Teil davon oder eine hierzu komplementare 
Sequenz fur ein zweites Typ IIS-Restriktionsenzym, wobei das zweite Restriktionsenzym 
verschieden ist von dem ersten Restriktionsenzym. 

18. Kit nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eines der 
Oligonukleotide an einer Festphase immobilisiert ist. 



19. Verfahren zur enzymatischen Herstellung eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids 
mit einem 3 Nukleotid langen Uberhang, wobei das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz fur 
ein Restriktionsenzym vom Typ IIS enthalt, umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen eines ersten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das 
Oligonukleotid einen 3'-Uberhang und eine Erkennungssequenz fur ein 
Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, 

b) Bereitstellen einer ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend 
einen Teil A und einen Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids und bevorzugter Weise 
bei alien Mitgliedern der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange von 3 Nukleotiden 
umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

c) Bereitstellen eines zweiten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das 
Oligonukleotid einen 3 '-Uberhang und eine Erkennungssequenz fur ein 
Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das Restriktionsenzym vom Typ IIS 
verschieden ist von dem Restriktionsenzym vom Typ IIS der Oligonukleotide in Schritt 

a), 

d) Bereitstellen einer zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend 
einen Teil A und einen Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids und bevorzugter Weise 
bei alien Mitgliedern der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange von 3 Nukleotiden 
umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 
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e) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids mit 
jeweils einem Mitglied der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von 
einzelstrangigen Oligonukleotiden, 

f) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten zweiten Oligonukleotids 
mit jeweils einem Mitglied der in Schritt d) bereitgestellten zweiten Gruppe von 
einzelstrangigen Oligonukleotiden 

g) Aufflillen der uberhangenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt e), 

h) Aufflillen der uberhangenden S'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt f), 

i) Ligation von jeweils einem aufgefullten Ligationsprodukt aus Schritt g) mit jeweils 
einem aufgefullten Ligationsschritt aus Schritt h), 

j) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fur das in Schritt a) 
bereitgestellten Oligonukleotid spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass das fiir das in Schritt a) 
bereitgestellte Oligonukleotid spezifische Restriktionsenzym vom Typ IIS Sapl ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 19 Oder 20, dadurch gekennzeichnet, dass Hybridisieren und 
Ligieren des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied der 
in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden mit einem 
jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefuhrt wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass jede Reaktion zwischen dem 
ersten Oligonukleotid und einem Mitglied der ersten Gruppe von einzelstrangigen 
Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz durchgefuhrt wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass Hybridisieren 
und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten ersten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied 
der in Schritt d) bereitgestellten ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden mit einem 
jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefuhrt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass jede Reaktion zwischen dem 
ersten Oligonukleotid und einem Mitglied der ersten Gruppe von einzelstrangigen 
Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz durchgefuhrt wird. 
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25. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass das in Schritt 
a) und/oder c) bereitgestellte Oligonukleotid eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine 
feste Matrix erlaubt. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass Schritt e) und/oder f) 
durchgeftihrt wird, wobei das zumindest teilweise doppelstrangige Oligonukleotid an eine feste 
Matrix gekoppelt ist. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass insgesamt 
4096 verschiedene Spaltprodukte in Schritt j) erhalten werden, wobei sich die Spaltprodukte in 
den letzten sechs 5'-terminalen Nukleotiden und den letzten drei 3'- terminalen Nukleotiden 
unterscheiden. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym vom Typ IIS in Schritt a) und/oder c) zumindest 
teilweise im Uberhang des teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids angeordnet ist. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Erkennungssequenz fur das Restriktionsenzym vom Typ IIS in Schritt a) und/oder b) vollstandig 
im doppelstrangigen Bereich des teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids angeordnet ist. 

30. Verfahren zur enzymatischen Herstellung eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids 
mit einem 3 Nukleotid langen Uberhang, wobei das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz fur 
ein Restriktionsenzym vom Typ IIS enthalt und Schneiden des Oligonukleotids mit dem 
Restriktionsenzym zu einem Uberhang mit einer von 3 Nukleotiden verschiedenen Lange, 
umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen eines ersten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das 
Oligonukleotid einen 3 '-Uberhang aufweist und eine Erkennungssequenz fur ein 
Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, 

b) Bereitstellen einer ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend 
einen Teil A und einen Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids und bevorzugter Weise 



WO 03/044193 PCT/EP02/13154 

65 

bei alien Mitgliedern der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange von 2 Nukleotiden 
umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

c) Bereitstellen eines zweiten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das 
Oligonukleotid einen 3'-Uberhang aufweist und eine Erkennungssequenz fiir ein 
Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das Restriktionsenzym vom Typ IIS 
verschieden ist von dem Restriktionsenzym vom Typ IIS der Oligonukleotide in Schritt 

a), 

d) Bereitstellen einer zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend 
einen Teil A und einen Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids und bevorzugter Weise 
bei alien Mitgliedern der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange von 2 Nukleotiden 
umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

e) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids mit 
jeweils einem Mitglied der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von 
einzelstrangigen Oligonukleotiden, 

f) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten zweiten Oligonukleotids 
mit jeweils einem Mitglied der in Schritt d) bereitgestellten zweiten Gruppe von 
einzelstrangigen Oligonukleotiden 

g) Auffullen der uberhangenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt e), 

h) Auffullen der uberhangenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt f), 

i) Ligation von jeweils einem aufgefiillten Ligationsprodukt aus Schritt g) mit jeweils 
einem aufgefiillten Ligationsschritt aus Schritt h), 

j) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fur das in Schritt a) 
bereitgestellten Oligonukleotid spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass das fur das in Schritt a) 
bereitgestellte Oligonukleotid spezifische Restriktionsenzym vom Typ IIS Sapl ist. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, dass Hybridisieren und 
Ligieren des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied der 
in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden mit einem 
jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefiihrt wird. 
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33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass jede Reaktion zwischen dem 
ersten Oligonukleotid und einem Mitglied der ersten Gruppe von einzelstrangigen 
Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz durchgefiihrt wird. 

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 33, dadurch gekennzeichnet, dass Hybridisieren 
und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten ersten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied 
der in Schritt d) bereitgestellten ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden mit einem 
jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefiihrt wird. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass jede Reaktion zwischen dem 
ersten Oligonukleotid und einem Mitglied der ersten Gruppe von einzelstrangigen 
Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz durchgefiihrt wird. 

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 35, dadurch gekennzeichnet, dass das in Schritt 
Oligonukleotid a) und/oder c) bereitgestellte Oligonukleotid eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubt. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass Schritt e) und/oder f) 
durchgefiihrt wird, wobei das zumindest teilweise doppelstrangige Oligonukleotid an eine feste 
Matrix gekoppelt ist. 

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 37, dadurch gekennzeichnet, dass insgesamt 256 
verschiedene Spaltprodukte in Schritt j) erhalten werden, wobei sich die Spaltprodukte in in den 
letzten vier 5'-terminalen Nukleotiden und dem letzten 3'- terminalen Nukleotid unterscheiden. 

39. Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 38, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Erkennungssequenz fur das Restriktionsenzym vom Typ IIS in Schritt a) und/oder c) zumindest 
teilweise im Uberhang des teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids angeordnet ist. 

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 38, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym vom Typ IIS in Schritt a) und/oder b) vollstandig 
im doppelstrangigen Bereich des teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids angeordnet ist. 

41. Verfahren zur Herstellung eines Nukleinsauremolekuls umfassend die Schritte 
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a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 5'-Uberhang, 
das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym enthalt, welches 
auflerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, wobei der S'-Uberhang eine Lange von 3 
Nukleotiden umfasst, 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 
S'-Uberhang und einer anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auflerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), wobei der 5'- 
Uberhang eine Lange von 3 Nukleotiden umfasst, 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auflerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten 
Oligonukleotid aus Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem S'-Uberhang, 
das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym enthalt, welches 
auflerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine 
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Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, wobei der 5'-Uberhang eine Lange von 3 
Nukleotiden umfasst, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 
S'-Uberhang und mit einer anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz sehneidet, als in Schritt 
ba), wobei der 5'-Uberhang eine Lange von 3 Nukleotiden umfasst, 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz sehneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekiils vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis be), wobei im 
Anschluss an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter 
Reaktanden sowie Enzyme das Ligationsprodukt mit einem TypIIS Restriktionsenzym 
geschnitten wird, wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 



e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS 

Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 
sehneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) 
stattfindet, 
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f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekiils vom Reaktionsgemisch, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Oligonukleotid von Schritt ab) die Erkennungssequenz eines 
Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen drei Nukleotide langen Uberhang erzeugt, 
solange die Schritte ab) bis ae) wiederholt werden und das Oligonukleotid von Schritt ab) die 
Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen anderen als einen 
drei Nukleotid langen Uberhang erzeugt, beim letzten Durchlaufen der Schritte ab) bis ae) 
und/oder 

das Oligonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ 
IIS aufweist, das einen drei Nukleotide langen Uberhang erzeugt, solange die Schritte bb) bis be) 
wiederholt werden und das Oligonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines 
Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen anderen als einen drei Nukleotid langen 
Uberhang erzeugt, beim letzten Durchlaufen der Schritte bb) bis be). 

42. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass das Oligonukleotid von Schritt 
ab) und/oder von Schritt bb) ein solches nach einem der Anspriiche 19 bis 29 ist, so lange der 
Durchlauf der Schritte ab) bis ae) und/oder bb) bis be) nicht der letzte Durchlauf ist. 

43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42, dadurch gekennzeichnet, dass das Oligonukleotid von 
Schritt ab) und/oder von Schritt bb) beim letzten Durchlaufen der Schritte ab) bis ae) und/oder 
bb) bis be) ein solches nach einem der Anspriiche 30 bis 40 ist. 

44. Verfahren zur Herstellung einer Gruppe von Nukleins^uremolekulen umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz flir ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, 



Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 
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ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz flir ein TypIIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), , 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten 
Oligonukleotid aus Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt mit einem Ende 
an eine feste Matrix, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

i 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt ba), 
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be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfmdet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss 
an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie 
Enzyme das Ligationspordukt mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, 
wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) stattfmdet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aulierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfmdet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

dadurch gekennzeichnet, dass beim letzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) 
zugegebene Oligonukleotid eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix 
erlaubt und 



nach dem letzten Wiederholen der Schritte ab) bisaf) als Schritt ah) das Ligationsprodukt aus 
Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, welches aufierhalb seiner 
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Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des 
Oligonukleotids aus Schritt aa) stattfmdet und das Spaltungsprodukt von dem an der festen 
Matrix gekoppelten Oligonukleotid freigesetzt wird 

und das freigesetzte Spaltprodukt in mindestens zwei Reaktionsansatze aufgeteilt wird. 

45. Verfahren nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass das in Schritt ah) freigesetzte 
Spaltprodukt iiber die Modifizierung an eine feste Matrix gekoppelt wird und die keine 
Modifikation aufweisenden Spaltprodukte aus dem Reaktionsansatz entfernt werden. 

46. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, dass in jedem der Reaktionsansatze 
zu dem an die feste Matrix gekoppelten Spaltprodukt aus Schritt ah) als Schritt ai) ein 
Oligonukleotid zugegeben wird, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym 
enthalt, welche verschieden ist von der Erkennungssequenz fur ein Typ IIS Restriktionsenzym 
des Spaltproduktes aus Schritt ah), und eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste 
Matrix erlaubt, und als Schritt ak) eine Ligation des Spaltproduktes aus Schritt ah) mit dem 
Oligonukleotid erfolgt. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, dass das Ligationsprodukt aus Schritt 
ak) mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, das aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des 
Spaltproduktes aus Schritt ah) erfolgt. 

48. Verfahren nach Anspruch 46 oder 47, dadurch gekennzeichnet, dass das in Schritt ai) 
zugegebene Oligonukleotid in jedem Reaktionsansatz eine andere Sequenz aufweist. 

49. Verfahren nach einem der Anspriiche 46, dadurch gekennzeichnet, dass die den 
Reaktionsansatzen zugegebenen Oligonukleotide gleiche einzelstrangige Uberhange aufweisen. 

50. Verfahren nach. einem der Anspriiche 44 bis 49, dadurch gekennzeichnet, dass sich die 
Oligonukleotide in einem Bereich unterscheiden, der verschieden ist von dem einzelstrangigen 
Bereich, bevorzugterweise in einem Bereich unterscheiden, der eine Folge von Nukleotiden 
umfasst, die sich dem einzelstrangigen Bereich des Oligonukleotids anschlieBen. 



WO 03/044193 PCT/EP02/13154 

73 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass die Folge von Nukleotiden eine 
Lange von 1 bis 10 Nukleotide, bevorzugter Weise 3 bis 6 Nukleotide umfasst. 

52. Verfahren nach einem der Anspriiche 44 bis 51, dadurch gekennzeichnet, dass in einem 
Schritt al) eine Spaltung des in Schritt ai) zugegebenen Oligonukleotids erfolgt. 

53. Verfahren nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte ab) bis ak) und/oder 
al) zumindest einmal wiederholt werden. 

54. Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet, dass nach dem letzten Wiederholen 
als Schritt am) die an die Festphasen gekoppelten Oligonukleotide mit einem weiteren 
Oligonukleotid gemaB ab) ligiert werden, wobei sich diese Oligonukleotide in den verschiedenen 
Reaktionsansatzen in der Sequenz des einzelstrangigen Uberhanges und optional in der Sequenz 
des direkt angrenzenden doppelstrangigen Bereichs) voneinander unterscheiden 

55. Verfahren zur Herstellung eines Nukleinsauremolekuls umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz ftir ein TypIIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), , 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 
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ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 

■ 

welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten 
Oligonukleotid aus Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt mit einem Ende 
an eine feste Matrix, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 
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bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf)> wobei im Anschluss 
an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie 
Enzyme das Ligationspordukt mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, 
wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

dadurch gekennzeichnet, dass beim letzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) 
zugegebene Oligonukleotid eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix 
erlaubt. 

56. Verfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, dass nach dem letzten Wiederholen 
der Schritte ab) bis af) als Schritt ah) das Ligationsprodukt aus Schritt ac) mit einem TypIIS 
Restriktionsenzym geschnitten wird, welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 
wobei die Spaltung im Oligonukleotid aus Schritt aa) stattfindet und das Spaltprodukt von dem 
an der festen Matrix gekoppelten Oligonukleotid freigesetzt wird. 

57. Verfahren nach Anspruch 56, dadurch gekennzeichnet, dass das in Schritt ah) freigesetzte 
Spaltungsprodukt in einem neuen Reaktionsgefafi uber die Modifizierung an eine feste Matrix 
gekoppelt wird und die keine Modifikation aufweisenden Spaltungsprodukte aus dem die feste 
Matrix und das in Schritt ah) freigesetzte Spaltprodukt enthaltenden Reaktionsansatz entfernt 
werden. 
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58. Verfahren nach Anspruch 57, dadurch gekennzeichnet, dass zu dem an die feste Matrix 
gekoppelten Spaltprodukt aus Schritt ah) ein Oligonukleotid zugegeben wird, das eine 
Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym enthalt, welche verschieden ist von der 
Erkennungssequenz fur ein Typ IIS Restriktionsenzym, des Spaltproduktes aus Schritt ah) und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, und als Schritt ai) eine 
Ligation des Spaltproduktes aus Schritt ah) mit dem Oligonukleotid erfolgt. 

59. Verfahren nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, dass das Ligationsprodukt aus Schritt 
ai) mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, das aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des 
Spaltproduktes aus Schritt ah) erfolgt. 

60. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 59, dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte 
unter Verwendung eines oder mehrerer modifizierter Oligonukleotide gemafi Schritt ab) 
wiederholt wird. 

61. Verfahren zur Herstellung eines NukleinsMuremolekuls umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches aufierhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa) und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubt , 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

ad) optional Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 
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ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
. welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des keine Modifizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt 

ae) des Reaktionsgemisches, 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 



b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches aufierhalb seine 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt ba) und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

bd) optional Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des keine Modifizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt be) des 
Reaktionsgemisches, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss 
an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen und/oder Inaktivieren nicht 
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verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Ligationspordukt mit einem TypIIS 
Restriktionsenzym geschnitten wird, wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus 
Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekiils vom Reaktionsgemisch, 

62. Verfahren nach Anspruch 61, weiter umfassend den Schritt, dass die keine Modifizierung 
tragenden Spaltprodukte in einen neuen Reaktionsansatz uberfuhrt werden. 

63. Verfahren zur Herstellung eines Nukleinsauremolekiils umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), , 
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ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der 
Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ab) stattftndet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten 
Oligonukleotid aus Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypIIS 
Restriktionsenzym enthalt, welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und 
eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt mit einem Ende 
an eine feste Matrix, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer 
anderen Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym, welches aufierhalb seine 
Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der 
nicht zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 



bd) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 
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be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auflerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss 
an die letzte Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie 
Enzyme das Ligationspordukt mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, 
wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht 
zu ligierenden Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypIIS Restriktionsenzym, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im 
Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Oligonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine 
Methylierung aufweisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte aa) bis af) 
an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt aa) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil 
einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypIIS ausgebildet wurde, der durch 
die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemafi Schritt ae) komplettiert wird und die 
Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter 
Verwendung dieser Erkennungsstelle verhindert und/oder 
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das Oligonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine 
Methylierung aufweisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte aa) bis af) 
an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt ab) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil 
einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypIIS ausgebildet wurde, der durch 
die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt ae) komplettiert wird und die 
Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter 
Verwendung dieser Erkennungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine 
Methylierung aufweisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte ba) bis 
bf) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt ba) basierenden Oligonukleotid zumindest ein 
Teil einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypIIS ausgebildet wurde, der 
durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt be) komplettiert wird und 
die Methylierung eine Spaltung des solchermafien hergestellten Ligationsproduktes unter 
Verwendung dieser Erkennungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine 
Methylierung aufweisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte ba) bis 
bf) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt bb) basierenden Oligonukleotid zumindest ein 
Teil einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypIIS ausgebildet wurde, der 
durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt be) komplettiert wird und 
die Methylierung eine Spaltung des solchermafien hergestellten Ligationsproduktes unter 
Verwendung dieser Erkennungsstelle verhindert. 

64. Verfahren nach Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass nach dem letzten Wiederholen 
der Schritte ab) bis af) als Schritt ah) das Ligationsprodukt aus Schritt ac) mit einem TypIIS 
Restriktionsenzym geschnitten wird, welches aufierhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 
wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt aa) stattfindet 
und das Spaltungsprodukt von dem an der festen Matrix gekoppelten Oligonukleotid freigesetzt 
wird. 

65. Verfahren nach Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, dass das in Schritt ah) freigesetzte 
Spaltprodukt Uber die Modifizierung an eine feste Matrix gekoppelt wird und die keine 
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Modifikation aufweisenden Spaltprodukte aus dem die feste Matrix und das in Schritt ah) 
freigesetzte Spaltprodukt enthaltenden Reaktionsansatz entfernt werden. 

66. Verfahren nach Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, dass dem an die feste Matrix 
gekoppelten Spaltprodukt aus Schritt ah) ein Oligonukleotid zugegeben wird, das eine 
Erkennungssequenz fur ein TypIIS Restriktionsenzym enthalt, welche verschieden ist von der 
Erkennungssequenz fur ein Typ IIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, des Spaltproduktes aus Schritt ah) und eine Modifizierung tragt, 
die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, und als Schritt ai) eine Ligation des 
Spaltproduktes aus Schritt ah) mit dem Oligonukleotide erfolgt. 

67. Verfahren nach Anspruch 66, dadurch gekennzeichnet, dass das Ligationsprodukt aus Schritt 
ai) mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, das auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des 
Spaltproduktes aus Schritt ah) erfolgt. 

68. Verfahren nach einem der Anspriiche 63 bis 67, dadurch gekennzeichnet, dass nach dem 
letzten Wiederholen der Schritte bb) bis bf) als Schritt bh) das Ligationsprodukt aus Schritt 
be) mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des 
Oligonukleotids aus Schritt ba) stattfindet und das Spaltprodukt von dem an der festen Matrix 
gekoppelten Oligonukleotid freigesetzt wird. 

69. Verfahren nach Anspruch 68, dadurch gekennzeichnet, dass das in Schritt bh) freigesetzte 
Spaltungsprodukt iiber die Modifizierung an eine feste Matrix gekoppelt wird und die keine 
Modifikation aufweisenden Spaltprodukte aus dem die feste Matrix und das in Schritt bh) 
freigesetzte Spaltprodukt enthaltenden Reaktionsansatz entfernt werden. 

70. Verfahren nach Anspruch 69, dadurch gekennzeichnet, dass dem an die feste Matrix 
gekoppelten Spaltprodukt aus Schritt bh) ein Oligonukleotid zugegeben wird, das eine 
Erkennungssequenz fiir ein TypIIS Restriktionsenzym enthalt, welche verschieden ist von der 
Erkennungssequenz fiir ein Typ IIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, des Spaltproduktes aus Schritt bh) und eine Modifizierung tragt, 
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die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, und als Schritt bi) eine Ligation des 
Spaltproduktes aus Schritt bh) mit dem Oligonukleotide erfolgt. 

71. Verfahren nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, dass das Ligationsprodukt aus Schritt 
bi) mit einem TypIIS Restriktionsenzym geschnitten wird, das auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des 
Spaltproduktes aus Schritt bh) erfolgt. 

72. Verfahren zur Amplifikation eine im Rahmen eines Sloning-Verfahrens enstehenden 
Ligationsproduktes, gekennzeichnet durch die Schritte: 

a) Bereitstellen eines Ligationsproduktes; 

b) Bereitstellen eines fur das Oligonukleotid gemaB Schritt aa) und/oder ab) des 
Sloning-Verfahrens zumindest teilweise komplementaren Primers, 

c) Bereitstellen eines fur das Oligonukleotid gemaB Schritt ab) und/oder bb) des 
« 

Sloning-Verfahrens zumindest teilweise komplementaren Primers, 

d) Hybridisieren zumindest eines der Primer mit dem Ligationsprodukt; 

e) Durchfiihren einer Polymerasekettenreaktion unter Verwendung des an das 
Ligationsprodukt hybridisierten Primers. 

73. Verfahren nach Anspruch 72, dadurch gekennzeichnet, dass die Polymerasekettenreaktion 
gleichzeitig mit dem fur das Oligonukleotid gemaB Schritt aa) und/oder ab) des Sloning- 
Verfahrens zumindest teilweise komplementaren Primer und dem fur das Oligonukleotid gemafl 
Schritt ab) und/oder bb) des Sloning-Verfahrens zumindest teilweise komplementaren Primer 
durchgeftihrt wird. 

74. Verfahren nach Anspruch 72 oder 73, dadurch gekennzeichnet, dass zumindest einer der 
Primer eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt. 
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